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RESUMEN 
Las caveolas son invaginaciones de la membrana plasmática relativamente estables 
implicadas en mecanotransducción, compartimentación de señales, metabolismo lipídico y 
entrada de virus. Están íntimamente asociadas con los filamentos de actina y son internalizadas 
en respuesta a diferentes estímulos. La pérdida de adhesión celular induce la internalización de 
caveolas de forma rápida y robusta, así como su tráfico hacia endosomas de reciclaje positivos 
para Rab11. Sin embargo, las rutas que regulan este proceso no están bien establecidas. La 
función que el citoesqueleto de actina desempeña en otros procesos de endocitosis sugiere que 
tanto los filamentos de actina como las proteínas que los regulan pueden tener un papel crucial en 
la internalización de caveolas tras la pérdida de adhesión celular. En esta Tesis se ha analizado el 
efecto de varias proteínas candidatas en la regulación de la internalización de caveolas tras la 
pérdida de adhesión celular. Tras la identificación de varias proteínas cuyos ARNi produjeron 
bloqueo de la internalización de caveolina-1-GFP en células HeLa, definimos dos rutas, una 
compuesta por las tirosina quinasas Abl (c-Abl y Arg) y la formina mDia1, y otra compuesta por 
filamina-A y PKCα. En la primera ruta observamos que la forma activa de mDia1 rescata el 
defecto en la internalización de caveolas en las células doble KO para c-Abl y Arg. Durante el 
estudio de la segunda ruta observamos que FLNa es necesaria para mantener la distribución 
lineal de las vesículas de caveolina-1 sobre las fibras de estrés. El seguimiento de vesículas de 
Cav1-GFP con alta resolución espacio-temporal mediante microscopía TIRF mostró que FLNa es 
necesaria para el confinamiento de las vesículas de caveolina-1 en un área reducida, y para su 
anclaje estable a la membrana plasmática, procesos dependientes del correcto citoesqueleto de 
actina. Tanto la distribución lineal de las vesículas de caveolina-1 en adhesión como su anclaje a 
la membrana plasmática son necesarios para la correcta internalización y tráfico de caveolas. El 
tráfico de caveolina-1 requiere la capacidad de FLNa de unirse a los filamentos de actina así 
como un ciclo de fosforilación de FLNa en Ser2152 tras la pérdida de adhesión, de forma 
dependiente de PKCα. Estas dos rutas probablemente regulen conjuntamente la internalización de 
caveolas tras la pérdida de adhesión celular, indicando la gran complejidad de este proceso 
altamente dependiente del citoesqueleto de actina.
  
SUMMARY 
Caveolae are relatively stable membrane invaginations involved in mechanotransduction, 
signaling, compartimentalization of signaling, lipid metabolism and viral entry. Caveolae are 
closely associated with actin fibers and can be internalized in response to different stimuli. Loss 
of cell adhesion induces rapid and robust caveolae internalization and trafficking toward a 
Rab11-positive recycling endosome; however, pathways governing this process are poorly 
understood. The role of the actin cytoskeleton in several endocytosis mechanisms suggests that 
these microfilaments, as well as the proteins regulating actin dynamics can have a crucial role in 
caveolae endocytosis after loss of cell adhesion. In this Thesis, the effect of several candidate 
proteins in the regulation of caveolae internalization after loss of cell adhesion has been analyzed. 
Several proteins whose siRNA blocked caveolina-1-GFP internalization were identified. We 
defined two pathways, one of them composed by Abl tyrosin kinases (c-Abl and Arg) and formin 
mDia1, and the other composed by filamin-A and PKCα. In the first pathway, we observed that 
active mDia1 rescued caveolae endocytosis defect in c-Abl/Arg dKO cells. During the study of 
the second pathway we observed that FLNa is required to maintain the linear distribution of 
caveolin-1 vesicles along actin fibers. High spatio-temporal resolution particle tracking of 
caveolin-1-GFP vesicles by TIRF microscopy revealed that FLNa is required for the actin 
cytoskeleton-dependent caveolin-1 vesicle arrest in a confined area, and for their stable 
anchorage at the plasma membrane. Both, linear distribution of caveolin-1 vesicles in adherent 
cells and their anchorage at the plasma membrane are necessary for correct caveolae 
internalization and trafficking. Therefore, caveolin-1 trafficking requires both the ability of FLNa 
to bind actin and PKCα-dependent phosphorylation of FLNa on Ser2152 after cell detachment. 
Integration of these two pathways is probably required for caveolae internalization after loss of 
cell adhesión, indicating the big complexity of this actin cytoskeleton-dependent process. 
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MP membrana plasmática 
MTOC microtubule organizing center, centro organizador de microtúbulos 
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MW molecular wheight, peso molecular 
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suero. También llamada cavina-2 
SDS sodium dodecyl sulfate, dodecil sulfato sódico 
SH src homology, homología con Src 
SRBC sdr-related gene product that binds to C-kinase, producto génico relacionado 
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1.1. Microdominios de membrana y caveolas 
1.1.1. Microdominios de membrana 
La membrana plasmática es una estructura fundamental para el mantenimiento de la 
integridad celular ya que permite la compartimentación de las reacciones bioquímicas y sirve de 
barrera entre el espacio extracelular y el citoplasma. Tradicionalmente se ha explicado su 
estructura en base al modelo del mosaico fluido (Singer y Nicolson, 1972), según el cual las 
proteínas, elementos claves para la funcionalidad de la membrana, se mueven libremente por una 
bicapa lipídica cuya única función sería la de servir de disolvente. Sin embargo, estudios 
posteriores han demostrado que en la bicapa hay una distribución asimétrica de lípidos en las 
caras exoplásmica y citoplásmica, y que éstos también se ordenan diferencialmente en la 
dimensión lateral, contrariamente a lo propuesto en el modelo anterior (Lodish y col., 2003). Esta 
organización lateral, que incrementa el orden dentro de la membrana, resulta del 
empaquetamiento preferencial de los esfingolípidos y el colesterol en pequeñas plataformas 
móviles insertadas en la membrana, y en las que se sitúan proteínas con unas determinadas 
características físicoquímicas. Se propuso entonces un nuevo modelo de membrana plasmática 
(Simons e Ikonen, 1997) en el que se describe la organización de estos microdominios lipídicos o 
“lipid rafts”, a los que en esta Tesis nos referiremos como “microdominios de membrana ricos en 
colesterol” (de sus siglas en inglés, CEMMs). Estos dominios consisten en ensamblajes de 
esfingolípidos, colesterol y proteínas, que pueden entrar o salir de forma selectiva, y que 
desempeñan un papel en el tráfico de membrana y en la señalización (Figura 1A,B). Aunque 
existe un intenso debate acerca de la existencia de los CEMMs en membranas celulares in vivo, 
los avances tecnológicos recientes tales como la microscopía de alta resolución, la lipidómica y 
los estudios biofísicos parecen apoyar esta teoría (Simons y Gerl, 2010).  
Una característica muy importante de los CEMMs es su capacidad de compartimentar 
procesos celulares, regulando la intensidad de múltiples cascadas de señalización y el tráfico de 
membrana (Le Roy y Wrana, 2005; Simons y Toomre, 2000). El ensamblaje de los CEMMs 
ocurre inicialmente en el Golgi ya que, a pesar de que el colesterol se sintetiza en el retículo 
endoplasmático, los  esfingolípidos lo hacen en el primero. Las proteínas asociadas con estos 
microdominios son: proteínas de anclaje GPI (glicosil fosfatidil inositol), proteínas 
transmembrana y proteínas aciladas.  
1.1.2. Caveolas 
Las caveolas constituyen otro tipo de microdominio de membrana semejante a los 
CEMMs en su composición lipídica, pero con la diferencia de que presentan una proteína 
específica, la caveolina, que les confiere una invaginación característica en forma de letra omega 
(Ω) (Figura 1C). Fueron identificadas inicialmente mediante microscopía electrónica (Palade, 
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1953; Yamada, 1955) y constituyen plataformas relativamente estables, pero susceptibles de 
fisión y fusión con la membrana plasmática en respuesta a determinados estímulos (Anderson, 
1998; Parton y Simons, 2007). Aparecen en la mayoría de las células de los vertebrados, siendo 
especialmente abundantes en adipocitos, células endoteliales, fibroblastos y células de tejido 
muscular. Recientemente se han identificado otras proteínas formando parte de las caveolas, 
llamadas cavinas y que tienen función adaptadora (Chidlow y Sessa, 2010). 
 
Las caveolas tienen una relevancia funcional en mútiples procesos celulares, entre los 
que cabe destacar la endocitosis, explicada en el apartado 1.2.2., la transcitosis (Kurzchalia y 
Parton, 1999; Williams y Lisanti, 2005) y la homeostasis del colesterol (Fu y col., 2004; Razani y 
col., 2002b; Smart y col., 1996). Asimismo, las caveolas también tienen una importante función 
reguladora en la transducción de señales debido a que en ellas se localizan diversas moléculas de 
señalización como receptores tirosina quinasa, receptores acoplados a proteínas G, canales 
iónicos y diversas proteínas adaptadoras y estructurales (Anderson, 1998). Esto ha llevado a 
proponer que las caveolas actúan como plataformas que integran la regulación de la actividad, 
localización y/o acoplamiento de dichas moléculas a sus efectores (Anderson, 1998; Drab y col., 
2001). De esta forma, mediante la modulación de diversas rutas de señalización, las caveolas 
contribuyen a la regulación de la polarización y la migración, el ciclo celular, la apoptosis y la 
transcripción (Del Pozo y Schwartz, 2007; Grande-García y col., 2007; Guan, 2004; Le Roy y 
Wrana, 2005; Simons y Toomre, 2000). Por potra parte, caveolas pueden ser utilizadas por 
algunos organismos patógenos para su entrada en la célula (Pelkmans y col., 2001; Shin y col., 
2000). 
Figura 1. Modelo para la organización de 
los CEMMs y las caveolas. (A) CEMMs. 
Contienen proteínas con anclaje GPI en la 
cara exoplásmica de la bicapa lipídica, 
proteínas aciladas en la cara citosólica (se 
ilustra Yes, quinasa de la famila Src) o 
proteínas con dominios transmembrana 
fuertemente hidrofóbicos (se ilustra 
hemaglutinina, HA). (B) La bicapa lipídica 
en los CEMMs es asimétrica, con 
esfingomielina (rojo) y glucoesfingolípidos 
(rojo) enriquecidos en la cara exoplásmica y 
con glicerolípidos (verde) en la cara 
citosólica. El colesterol (gris) se presenta en 
ambas caras y rellena los espacios que 
quedan bajo las cabezas polares de los 
lípidos. (C) Caveolas. Se forman por la 
autoasociación de las moléculas de 
caveolina-1 induciendo la formación de una 
invaginación en forma de cueva o Ω. Figura 
adaptada de Simons y col., Nature. 1997. 
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Recientemente está cobrando relevancia la función que las caveolas desarrollan en la 
mecanotransducción de señales. Un ejemplo es que la exposición crónica a estrés producido por 
flujo resulta en un aumento del número de caveolas en la membrana plasmática (Boyd y col., 
2003; Rizzo y col., 1998) y que estos cambios vienen acompañados por la activación de rutas de 
señalización específicas implicadas en mecanotransducción (eNOS, MAPK, etc.), así como un 
incremento en la fosforilación de caveolina-1 (Cav1). Asimismo, se ha establecido una nueva 
función para las caveolas como mecanorreceptoras y como reservorio fisiológico de membrana 
que minimiza las variaciones en la tensión de membrana inducidas por estímulos de estrés 
mecánico (Sinha y col., 2011). 
La biología de las caveolas está íntimamente ligada al citoesqueleto de actina (Kanzaki y 
Pessin, 2002; Rothberg y col., 1992). Se ha propuesto la existencia de una conexión física entre 
ambas estructuras, (Richter y col., 2008; Stahlhut y van Deurs, 2000), aunque las proteínas 
responsables de dicha unión aún no han sido identificadas.  
1.1.2.1. Caveolinas  
Las caveolinas constituyen el principal componente proteico y estructural de las 
caveolas. Se han identificado tres miembros dentro de la familia de la caveolinas en vertebrados 
(Williams y Lisanti, 2004). El gen Cav1 se compone de tres exones muy conservados en todas las 
especies que incluye dos isoformas, Cav1-α, predominante y de 178 residuos, y Cav1-β, derivada 
de un segundo codón de iniciación de la traducción en la posición 32 de la secuencia y que consta 
de 147 residuos (Scherer y col., 1995). Cav2 codifica una proteína de 149 residuos (Scherer y 
col., 1996) y se compone también de tres exones. Finalmente, el gen Cav3 está compuesto por 
dos exones que codifican una proteína de 151 residuos (Tang y col., 1996). Cav1 y Cav3 
presentan una alta homología en su secuencia aminoacídica (Williams y Lisanti, 2004). Mientras 
que Cav1 y Cav2 se coexpresan en la mayoría de los tejidos (Scherer y col., 1997; Scherer y col., 
1996), Cav3 se encuentra exclusivamente en células musculares (Song y col., 1996; Tang y col., 
1996). De estas tres proteínas, Cav1 y Cav3 parecen ser las más importantes en la biogénesis de 
caveolas ya que los tejidos derivados de ratones deficientes en Cav1 carecen de estas estructuras 
(Drab y col., 2001; Razani y col., 2001) y Cav3 es necesaria para la biogénesis de caveolas en el 
músculo esquelético y cardíaco (Galbiati y col., 2001). Sin embargo, el papel de Cav2 en la 
formación de caveolas es menos claro pues no es necesario para la formación de caveolas en el 
tejido adiposo o en el endotelio pulmonar, pero parece ser un soporte en el ensamblaje de 
caveolas por medio de su oligomerización con Cav1 (Razani y col., 2002a; Scheiffele y col., 
1998). Se ha visto, no obstante, que la sobreexpresión de Cav1 en células endoteliales no 
conduce a un incremento en el número de caveolas (Bauer y col., 2005) así como que las 
caveolinas se expresan en tejidos y tipos celulares donde no se forman caveolas como las 
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neuronas (Hansen y Nichols, 2010), lo que sugiere la existencia de otros componentes 
estructurales adicionales que constituirían el paso limitante del proceso de formación de caveolas. 
Además de su papel estructural en las caveolas, las caveolinas tienen un papel activo en 
la modulación de la actividad de proteínas de transducción de señales, ya que pueden servir como 
plataformas para la compartimentación y concentración de moléculas señalizadoras (Okamoto y 
col., 1998; Shaul y Anderson, 1998).  
Las mutaciones en alguna de las caveolinas se correlacionan con patologías como la 
distrofia muscular y la lipodistrofia por mutaciones o ausencia de Cav1 (Hayashi y col., 2009), la 
distrofia muscular de las cinturas por mutaciones en Cav3 (Galbiati y col., 1999; Minetti y col., 
1998), y cáncer de mama por mutaciones en Cav1 (Hayashi y col., 2001; Lee y col., 2002). 
1.1.2.1.1 Caveolina-1 
Estructuralmente, la Cav1 es una proteína integral de membrana de 22-24 kDa (Spisni y 
col., 2005) embebida en la monocapa citosólica de las membranas celulares, debido a la 
presencia de una región central hidrofóbica (residuos 102-122), dejando los dominios N y C-
terminal orientados hacia el citosol y, por tanto, accesibles a la interacción con proteínas 
citosólicas (Dupree y col., 1993; Monier y col., 1995) (Figura 2). Se ha descrito un dominio, 
entre los residuos 82 y 101, denominado “de anclaje” (CSD, caveolin-scaffolding domain) 
necesario y suficiente para la localización de caveolina en membrana (Schlegel y col., 1999). 
Este dominio también está implicado en la interacción de Cav1 con proteínas de señalización, 
como la óxido nítrico sintasa endotelial (eNOS), y en la unión con moléculas de colesterol 
(Bernatchez y col., 2005). 
Cav1 presenta varias modificaciones postraduccionales como plamitoilación y 
fosforilación. La palmitoilación de Cav1 en Cys133, Cys143 y Cys156, si bien no es 
indispensable para la localización de Cav1 en membrana, debido a la presencia de un dominio 
transmembrana, ejerce un importante papel en la estabilización de su estructura terciaria (Dietzen 
y col., 1995; Monier y col., 1996) y además contribuyen a la unión de Cav1 al colesterol 
(Uittenbogaard y Smart, 2000). Los sitios de fosforilación se encuentran en el dominio N-
terminal (Tyr14 y Ser80) (Li y col., 1996b; Schlegel y col., 2001). La fosforilación en Ser80 está 
implicada en la unión de Cav1 a la membrana del retículo endoplásmico y en la regulación de su 
entrada en la vía secretora (Schlegel y col., 2001). La fosforilación en Tyr14 parece ser crucial 
para la función reguladora de Cav1 en diversas vías de señalización (Cao y col., 2002; Labrecque 
y col., 2004) así como para la regulación de la migración direccional (Grande-García y col., 
2007) y la endocitosis (del Pozo y col., 2005). 
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La Cav1 puede oligomerizar gracias a la presencia de un dominio de oligomerización 
(Monier y col., 1995). Esta oligomerización, de unos 14-16 monómeros, comienza en el retículo 
endoplásmico. Una vez que pasan al aparato de Golgi, los oligómeros de Cav1 pueden 
interaccionar por sus regiones C-terminales para dar lugar a complejos aún mayores, de 100-200 
moléculas, que se liberarán a la membrana plasmática (Pelkmans y Zerial, 2005; Tagawa y col., 
2005) donde dan forma a las caveolas, no observadas en el Golgi (Mogelsvang y col., 2004). 
También se han observado hetero-oligómeros de Cav1 y Cav2 de alto peso molecular (Scherer y 
col., 1997). Sin embargo, Cav2 es incapaz de generar estos complejos en ausencia de Cav1 y 
depende de Cav1 para su transporte a la membrana plasmática (Mora y col., 1999; Parolini y col., 
1999). Cav3 puede formar también grandes complejos oligoméricos de aproximadamente 350-
400 kDa. Sus propiedades estructurales son similares a las de Cav1, y puede interaccionar con 
Cav2, aunque no se han descrito complejos de estas proteínas (Das y col., 1999). 
Funcionalmente, se ha propuesto que Cav1 actúa como proteína adaptadora en las 
caveolas, interaccionando con otras proteínas, supuestamente, a través de su región CSD y 
regulando su localización subcelular y su actividad. Entre las proteínas mejor descritas que se 
asocian a Cav1 se encuentran H-Ras (Li y col., 1996a), la familia de tirosinas quinasas Src (Li y 
col., 1996a; Song y col., 1997), la subunidad α de proteínas G heterotriméricas (Li y col., 1995; 
Song y col., 1997) y la eNOS (Feron y col., 1996; García-Cárdena y col., 1996). En muchas 
ocasiones, la interacción con el CSD resulta en la inhibición de la señalización como en el caso 
del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGF-R) (Couet y col., 1997), Src (Li y col., 
Figura 2. Estructura de la Cav1. (A) Modelo de los dominios funcionales y estructurales identificados 
en Cav1. Las estructuras secundarias en hélice-α y lámina-β se han posicionado en base a análisis de 
predicción de estructura. (B, C) Modelos propuestos para la topología de Cav1 en la membrana y su 
oligomerización (representado como homodímero para facilitar su visualización). Figura adaptada de 
Spisni y col., Biochem Biophys Res Commun. 2005. 
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1996a) y eNOS (Razani y col., 2002b; Shaul y Anderson, 1998). Cav1 también es necesaria para 
la regeneración hepática (Fernandez y col., 2006) y tiene un papel en proliferación celular y 
crecimiento regulado por anclaje a la MEC (Cerezo y col., 2009; Galbiati y col., 1998) aunque se 
han descrito efectos contrapuestos en diferentes tejidos (Sunaga y col., 2004). En este sentido, 
aunque en la mayoría de los tejidos Cav1 se comporta como inhibidor de la proliferación, en 
algunos tumores de mama, próstata y en las células pequeñas del cáncer de pulmón su expresión 
es un factor de mal pronóstico (Shatz y Liscovitch, 2008; Goetz y col., en prensa). Sin embargo, 
hasta la fecha no se conocen las razones de estas diferencias entre tejidos. 
1.1.2.2. Cavinas 
Las cavinas constituyen una familia exclusiva de vertebrados formada por cuatro 
proteínas caveolares con función adaptadora o de soporte (Bastiani y col., 2009; McMahon y 
col., 2009; Vinten y col., 2005). Están implicadas en la regulación de las caveolas y modulan la 
organización y la función de las caveolinas mediante el remodelado de la membrana (Chidlow y 
Sessa, 2010). Como características comunes, las cavinas presentan dominios de dedo de leucina 
para las interacciones entre proteínas, dominios PEST para la renovación proteica, y motivos de 
fosforilación. Además, todas se unen a fosfatidilserina y sufren frecuentes modificaciones 
postransduccionales, como la fosforilación estimulada por insulina (Rahman y Sward, 2009). 
La primera cavina identificada fue cavina-1, también denominada PTRF (polimerase I 
and transcript release factor). Esta cavina es necesaria para la formación y organización de las 
caveolas (Aboulaich y col., 2004; Liu y col., 2008; Liu y Pilch, 2008). A pesar de que cavina-1 y 
Cav1 colocalizan en el tejido adiposo y se distribuyen juntas en los CEMMs (Foster y col., 2003; 
Liu y Pilch, 2008), la interacción entre ambas no parece ser directa (Liu y Pilch, 2008). La 
ausencia de cavina-1 hace disminuir los niveles celulares de Cav1 (Liu y Pilch, 2008) mediante 
degradación lisosomal e induce el aumento de su mobilidad lateral (Hill y col., 2008). 
Cavina-2 o SDPR (serum deprivation protein response), también es necesaria para la 
formación de caveolas (Hansen y col., 2009; Nabi, 2009) y es sustrato de PKCα (protein kinase 
C α), una proteína con actividad serina quinasa que también se localiza en caveolas (Baig y col., 
2009; Gustincich y Schneider, 1993; Mineo y col., 1998). Además,  cavina-2 interacciona de 
forma directa con cavina-1 y es necesaria para mantener los niveles estables de expresión de 
cavina-1 y Cav1. Su sobreexpresión induce la formación de caveolas elongadas y tubulares, 
sugiriendo una implicación en la generación de curvatura de membrana (Hansen y col., 2009) 
(Figura 3). 
Cavina-3 o SRBC (Sdr-related gene product that binds to c-kinase) participa en la 
formación de las vesículas caveolares (McMahon y col., 2009) (Figura 3) e interacciona con 
PKCδ (protein kinase C δ) (Izumi y col., 1997; Xu y col., 2001).  
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Cavina-4 o MURC (muscle-restricted, coiled-coil protein) se identificó inicialmente 
como una proteína citosólica específica de músculo estriado (Bastiani y col., 2009; Ogata y col., 
2008; Tagawa y col., 2008), mismo patrón de expresión que Cav3. De hecho, resultados recientes 
muestran que colocaliza con Cav3 en células musculares (Bastiani y col., 2009). 
En la figura 3 se muestra un esquema del papel dinámico de las distintas cavinas en la 
determinación de la estructura caveolar. 
 
 
 
 
 
 
1.2. Endocitosis 
1.2.1. Concepto y tipos de endocitosis 
Las células de mamíferos han desarrollado diversas y complejas estrategias para 
internalizar proteínas, y otras macromoléculas de la membrana plasmática y del exterior celular. 
Estas estrategias se agrupan dentro del proceso conocido como endocitosis. En ella, una pequeña 
región de la membrana plasmática se invagina hasta fisionarse, produciendo una vesícula 
independiente. Estas vesículas comienzan un tráfico intracelular en el que cada paso implica un 
endosoma diferente y que finaliza con el reciclaje de proteínas a la membrana plasmática o con 
su degradación lisosómica (Lodish y col., 2003).El sistema endocítico de la célula integra gran 
diversidad de mecanismos coordinados en varias rutas. Puede diferenciares entre rutas de 
fafocitosis, macropinocitosis y pinocitosis. Dentro de esta última de encientra la endocitosis 
mediada por clatrina, por caveolas/Cav1 o ser independientes tanto de clatrina como de Cav1. 
Las características principales y mecanismos de regulación de algunas de las rutas endocíticas se 
exponen en la Tabla I (Doherty y McMahon, 2009). Además de incorporar nutrientes, la 
Figura 3. Papel dinámico de las cavinas en la determinación de la estructura de la caveola. Cav1 y 
Cav2 dimerizan para formar el esqueleto de la caveola. Las cavinas, como proteínas de soporte, 
determinan la forma final de esta estructura. Cavina-1 (rojo) dirige la formación de la forma de cueva de la 
caveola por sí misma y mediante su interacción con cavina-2 (amarillo). Cuando cavina-2 se expresa a 
niveles superiores a los de cavina-1 causa la formación de caveolas alongadas. Cavina-3 (azul) dirige la 
formación de vesículas independientes. Las líneas negras muestran componentes del citoesqueleto que se 
piensa que median la interacción entre cavinas y caveolinas. Figura adaptada de John H. Chidlow Jr y 
William C. Sessa, Cardiovascular Research. 2010.  
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endocitosis ejerce un papel regulador mediante la modulación de la amplitud de diversas vías de 
señalización al internalizar receptores específicos de la membrana plasmática. Más aún, la 
endocitosis tiene relevancia en la regulación de la homeostasis de membrana plasmática y en la 
reposición de proteínas que se localizan en ella (Lodish y col., 2003). 
 
 
 
Mecanismo endocítico Morfología Carga implicada 
Dependencia de 
proteína-G 
Dependencia de 
Dyn2 
Otras proteínas 
implicadas 
 Mediado por clatrina Vesicular 
Toxina de ántrax, receptor 
de transferrina, RTKs, 
GPCRs, CTxB 
Rab5, Arf6 Sí 
Clatrina, AP2, 
epsina, actina 
Dependiente de 
caveola/caveolina 
Vesicular/ 
Tubulovesicular 
CTxB, SV40, proteínas 
unidas a GPI 
No claro Sí 
Cavinas, Src, PKC, 
actina 
CLIC/GEEC Tubular/en forma de anillo 
Marcadores de la fase 
fluida, CTxB, proteínas 
unidas a GPI 
Cdc42, Arf1 No 
GRAF1, actina, 
CD44, disferlina 
Ruta IL2Rβ ¿Vesicular? IL2Rβ, FCεRI, Kir3.4, 
receptor de citoquina γc 
RhoA, Rac1 Sí PAK1, PAK2 
Dependiente de Arf6 Vesicular/tubular Proteínas del CMH I, 
CD59, carboxipeptidasE 
Arf6 No No bien definidos 
Dependiente de flotilina Vesicular CTxB, CD59, proteoglicanos No bien definido 
Sí, aunque no bien 
definida 
Flotilina 1 y 2 
Fagocitosis Con la forma de la carga 
Patógenos, restos 
apoptóticos 
Arf6/Cdc42/Rac1/RhoA Sí 
Actina, IQGAP1, 
proteínas de 
adhesión 
Macropinocitosis Obdulaciones de 
membrana 
Marcadores de la fase 
fluida, RTKs 
Rac1 No 
Actina, PAK1, 
Ras, PI3K, Src, 
proteínas BAR 
Ondulación circulares de 
membrana dorsal 
Obdulaciones de 
membrana 
Marcadores de la fase 
fluida, RTKs 
No bien definido Si Cortactina, actina 
Entosis Con la forma de la célula 
Células desligadas de la 
matriz 
RhoA No Uniones estrechas 
 
 
1.2.2. Endocitosis por caveolas 
Una de las primeras evidencias de que las caveolas podían ser internalizadas fue señalada 
por Parton y Simons en 1994, demostrando que las caveolas son estructuras dinámicas que se 
pueden internalizar mediante un proceso regulado por proteínas quinasa, y de forma dependiente 
del citoesqueleto de actina (Parton y col., 1994). Estudios posteriores mostraron que las vesículas 
de Cav1 sufrían movimientos a gran escala, dependientes de microtubulos, hacia un 
compartimento interno (Conrad y col., 1995; McMahon y col., 2009; Mundy y col., 2002), así 
como un movimiento especializado de rápido contacto y separación de las vesículas de caveola 
con la membrana plasmática basal, denominado “kiss-and-run” (Pelkmans y Zerial, 2005). 
Debido a la capacidad de las caveolas para internalizarse, éstas son utilizadas por diversos 
patógenos como vía de entrada para evitar la degradación lisosómica (Parton y Simons, 2007). La 
endocitosis de caveolas es crítica para la regulación de múltiples rutas de transducción de señales 
(Anderson, 1993; Parton y Simons, 2007). La endocitosis de caveolas está regulada por diversas 
proteínas y estímulos, resumidos en la tabla II, aunque los mecanismos moleculares de esta 
regulación no están claramente establecidos. 
Tabla I. Características de las principales rutas endocíticas. Se detalla la morfología, carga implicada, 
dependencia de proteínas G pequeñas, implicación de dinamina 2 y de otras proteínas para diez de los 
mecanismos endocíticos más estudiados. Tabla adaptada de Doherty, G. J. & McMahon, H.Y., Annu Rev 
Biochem. 2009. 
Abrevituras: CLIC, clathrin independent carriers (transportadores dependientes de clatrina); GEEC, GPI-AP enriched early 
endosomal compartment (compartimento endosomal temprano enriquecido en GPI-AP); GPCRs, G protein-coupled receptors 
(receptores acoplados a proteína G); GPI, glycosylphosphatidylinositol; CMH I, complejo mayor de histocompatibilidad clase I; 
RTK, receptor tirosina quinasa. 
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Agente 
regulador 
Evidencia experimental Referencias 
La infección de SV40 (por caveolas) se inhibe tras el tratamiento con latruncilina A 
(Pelkmans y col., 
2002) 
La endocitosis de proteínas ancladas a GPI (caveolas) se inhibe tras el tratamiento con 
citocalasina D 
(Parton y col., 
1994) 
Citoesqueleto de 
actina 
La endocitosis de caveolina se estimula tras el tratamiento con citocalasina D 
(Kang y col., 
2000) 
Citoesqueleto de 
microtúbulos 
La endocitosis de caveolina se inhibe tras el tratamiento con nocodazol 
(Conrad y col., 
1995; Kang y 
col., 2000; 
Mundy y col., 
2002) 
La endocitosis de albúmina (por caveolas) se estimula con la adición de 
glicoesfingolípidos externos así como por el aumento de colesterol y de GM1 
(Sharma y col., 
2004) 
Cambios en la 
composición lipídica 
de la membrana La infección de SV40 (por caveolas) se inhibe tras el tratamiento con nistatina 
(secuestrador de colesterol) y Nys-Prog (inhibidor de la síntesis de colesterol) 
(Pelkmans y col., 
2002) 
La endocitosis de proteínas ancladas a GPI (caveolas) se estimula tras el tratamiento 
con ácido ocadaico (inhibidor general de fosfatasas) y se inhibe tras el tratamiento 
con inhibidores de quinasas (estaurosporina) 
(Parton y col., 
1994) 
La infección de SV40 (por caveolas) se inhibe tras el tratamiento con estaurosporina 
(inhibidor general de quinasas) o genisteína (inhibidor de Tyr-quinasas) mientras que 
se estimula tras el tratamiento con ácido ocadaico (inhibidor general de fosfatasas) y 
vanadato (inhibidor de Tyr-fosfatasas) 
(Pelkmans y col., 
2002) 
Actividad quinasa 
La infección de SV40 (por caveolas) está regulada por al menos 34 protínas quinasas 
(Pelkmans y col., 
2005) 
Fosforilación en 
Tyr14 de Cav1 
La endocitosis de caveolas no ocuerre en células Cav1 KO que expresan un mutante 
de Cav1 no fosforilable en Tyr14 
(del Pozo y col., 
2005) 
Estrés oxidativo La endocitosis de caveolas se estimula tras el tratamiento con peróxido de hidrógeno 
(Kang y col., 
2000) 
Estrés hipersomótico 
La endocitosis de caveolas se estimula tras el tratamiento con 6mM de sorbitol 
(choque hipersomótico) 
(Kang y col., 
2000) 
Estrés térmico La endocitosis de caveolina se estimula tras el choque térmico a 43ºC 
(Kang y col., 
2000) 
Pérdida de adhesión 
celular al sustrato 
La endocitosis de Cav1 se estimula por la pérdida de adhesión celular 
(del Pozo y col., 
2005) 
La internalización de toxina colérica (caveolas) se inhibe al bloquear la actividad de 
dinamina-2 mediante un anticuerpos específicos 
(Henley y col., 
1998) 
La infección de SV40 (por caveolas) se inhibe tras la expresión de la forma mutante 
de Dyn2 (K44A) que actúa como dominante negativo 
(Pelkmans y col., 
2002) 
La endocitosis de Cav1 tras la pérdida de adhesión celular se inhibe por la expresión 
de Dyn2-K44A 
(del Pozo y col., 
2005) 
Dinamina-2 
La endocitosis de albúmina (por caveolas) se inhibe tras la expresión de una forma 
mutante de dinamina-2 no fosforilable (Dyn2-Y231F/Y597F) 
(Shajahan y col., 
2004). 
RhoG 
La internalización de caveolas se ve alterada por la forma consitutivamente activa de 
RhoG (RhoGQ61L) 
(Prieto-Sanchez 
y col., 2006) 
La endocitosis de albúmina (por caveolas) se inhibe tras el tratamiento con 
inhibidores de Src (PP2 y herbimicina) 
(Sharma y col., 
2004)  
Src La endocitosis de gp60 (receptor de albúmina localizado en caveolas) se inhibe tras la 
expresión de la forma mutante de Src (Y527F, K295M) que actúa como dominante 
negativo 
(Minshall y col., 
2000) 
La endocitosis de caveolas se inhibe tras el tratamiento con inhibidores peptídicos 
específicos de PKCα  
(Smart y col., 
1995) 
PKCα 
La endocitosis de proteínas ancladas a GPI (caveolas) no se estimula tras la activación 
de PKCα 
(Parton y col., 
1994) 
Intersectina 
Intersectina, GEF de Cdc42, se localiza en el cuello de la caveola interaccionando con 
dinamina-2, sugiriendo su implicación en el proceso de la fisión 
(Predescu y col., 
2003) 
Mitosis La endocitosis de caveolas se estimula durante la mitosis 
(Boucrot y col., 
2011) 
 
La Tyr14 de Cav1 se fosforila por varias proteínas tirosina quinasa como c-Abl 
(Sanguinetti y Mastick, 2003), Src (Glenney, 1989; Li y col., 1996b) y Fyn (Sanguinetti y col., 
2003), mientras que su defosforilación está mediada por la fosfatasa PTP1b (Lee y col., 2006). 
Tabla II. Agentes reguladores de la endocitosis de caveolas. Se detalla el tipo de agente regulador y el 
abordaje experimental usado para su identificación.  
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Por otro lado, se conocen varias proteínas cuya unión a Cav1 es dependiente de la fosforilación 
de ésta en Tyr14. Estas proteínas son Csk (C-terminal Src kinase), TRAF2 (tumor necrosis 
factor-α-receptor associates factor 2) y Ggrb7 (growth Factor Receptor Bound Protein 7) (Cao y 
col., 2002; Lee y col., 2000). El hecho de que esta fosforilación es necesaria para la 
internalización de caveolas (del Pozo y col., 2005) (Tabla II) sugiere un potencial papel de estas 
proteínas en la regulación del proceso. 
Si bien la función de la endocitosis de caveolas no está claramente establecida, se ha 
descrito un papel en el tráfico de lípidos, en la homeostasis de colesterol y en la internalización 
de receptores (Echarri y col., 2007; Nichols, 2003). Además, se han identificado diversos 
organismos patógenos que entran en las células mediante esta vía, como Streptococcus (Almeida 
y col., 2010; Benga y col., 2004), SV40 o virus del polioma (Pelkmans y Helenius, 2002). 
Además, algunos estudios sugieren que el tráfico de caveolas regula la transcitosis de albúmina 
(Minshall y col., 2000). 
1.2.3. Papel de la adhesión celular en la endocitosis por caveolas 
1.2.3.1. Adhesión celular  
La adhesión celular a la matriz extracelular es un requisito imprescindible para la vida 
celular, excepto para las células que constituyen las capas superiores de los tejidos epiteliales 
pluriestratificados y las células sanguíneas (Wheater y col., 1987). Sin embargo, la pérdida 
transitoria de adhesión celular es un fenómeno que ocurre en la célula en condiciones fisiológicas 
concretas, así como en condiciones patológicas. Fisiológicamente puede resaltarse la pérdida de 
adhesión de forma localizada en determinadas regiones de la célula durante la mitosis, y en la 
migración celular, concretamente en la región posterior de la célula. Por otra parte, la pérdida de 
adhesión patológica tiene lugar principalmente durante la metástasis. En este sentido, gran 
cantidad de células tumorales pierden la adhesión celular durante la intravasación, pero sólo 
aquéllas capaces de proliferar en suspensión en el torrente sanguíneo conseguirán sobrevivir, 
realizar la extravasación y establecer un nuevo foco metastático (Weber, 2007). 
1.2.3.2. Principales receptores de matriz extracelular: las integrinas 
De entre las moléculas implicadas en la adhesión celular destacan las integrinas, 
principales receptores de la matriz extracelular. Las integrinas también están implicadas en muchos 
otros procesos biológicos como las uniones intercelulares, la migración, la proliferación y la 
supervivencia. Estas proteínas son heterodímeros compuestos por una subunidad α y otra β. Las 
integrinas se agregan tras su activación y/o la unión de sus ligandos, lo que conduce al 
reclutamiento de moléculas señalizadoras y filamentos de actina hacia la cola citosólica de las 
integrinas (Hynes, 2002). Este evento desencadena múltiples cascadas de señalización que resultan 
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en cambios de polaridad celular, progresión del ciclo celular, expresión génica y supervivencia. 
Algunas de estas proteínas son talina, filamina y FAK (Echarri y col., 2007). La activación de las 
integrinas es necesaria para el acoplamiento de los receptores de factores de crecimiento a sus 
efectores (Yamada y Even-Ram, 2002) y para la regulación de muchas moléculas señalizadoras 
como Erk, PI3K, FAK, tirosinas quinasas de la familia Src y pequeñas GTPasas de la familia Rho, 
como Rac, Rho y Cdc42 (Assoian y Schwartz, 2001; Yamada y Even-Ram, 2002). En el caso de 
estas últimas, las integrinas no sólo regulan su actividad, sino también su localización en los 
CEMMs donde se unen a efectores específicos para iniciar su señalización (Cheng y col., 2006; del 
Pozo y col., 2004; del Pozo y col., 2002; del Pozo y col., 2000; Palazzo y col., 2004; Ren y col., 
2004). Se sabe también que la forma en que las integrinas controlan la unión de estas GTPasas a la 
membrana plasmática es mediante la regulación de la internalizaciación de esos sitios de unión en 
la membrana (del Pozo y col., 2004). 
1.2.3.3. Endocitosis de caveolas inducida por la pérdida de adhesión celular 
La pérdida de adhesión celular se ha establecido como modelo de estudio de los procesos 
de endocitosis mediados por caveolas (del Pozo y col., 2005). La función fisiológica de la 
internalización en suspensión queda de manifiesto en la migración celular, durante la cual la 
internalización de caveolas en la parte posterior de la célula, temporalmente separada de la MEC, 
regula la localización de Rac1 (Grande-García y col., 2007) (Goetz y col, en prensa). Se ha 
observado también que, en las situaciones en que la internalización de caveolas se ve alterada, las 
rutas de señalización activas conducen a la adquisición, por parte de la célula no adherente de una 
serie de funciones propias de su estado de adhesión, induciéndola a proliferar y a presentar un 
crecimiento celular independiente de anclaje a la MEC (Cerezo y col., 2009), lo que podría 
conducir a una diseminación celular por el flujo sanguíneo y al establecimiento de un foco 
metastásico en algún tejido diferente del de origen.  
De esta forma, los avances producidos en los últimos años en el conocimiento de estos 
procesos han convergido en la elaboración de un modelo para la internalización de caveolas 
inducida por la pérdida de adhesión celular (Echarri y Del Pozo, 2006; Echarri y col., 2007) 
(Figura 4). Según este modelo, en células adherentes, las señales de las integrinas impiden la 
internalización de las caveolas. Esta situación permite que las proteínas señalizadoras puedan 
unirse a sus sitios de unión en la membrana plasmática y activen diversas rutas de transducción 
de señales. Por el contrario, en áreas de la célula donde se produce la pérdida de adhesión, las 
colas citoplasmáticas de las integrinas se desacoplan de la maquinaria señalizadora y se induce la 
internalización de caveolas, lo que resulta en el desacomplamiento de los complejos de 
transducción de señal de la membrana de sus efectores bloqueándose la transducción de dichas 
señales. Mientras que las células normales requieren señales mediadas por la interacción de las 
integrinas y la matriz extracelular para proliferar, las células tumorales escapan de este 
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requerimiento y proliferan de forma independiente de adhesión. En este sentido, el presente 
modelo sugiere que la señalización celular se incrementaría en respuesta a la inhibición de la 
internalización de caveolas, pudiendo contribuir a la proliferación celular en ausencia de sustrato. 
Algunas de las rutas de señalización reguladas por la adhesión mediante integrinas, y que se 
encuentran frecuentemente alteradas en condiciones tumorales, son Ras-Erk y PI3K-Akt. Estas 
rutas son también reguladas por Cav1, y se encuentran activadas en células Cav1 KO en 
suspensión (del Pozo y col., 2005).  
 
 
 
 
 
 
Sin embargo, si bien la pérdida de función de Cav1 está implicada en la evasión del 
control por integrinas (Cerezo y col., 2009), los mecanismos por los que las células tumorales 
evitan esta regulación no está totalmente clara. En este contexto, el descubrimiento de las rutas 
que regulan la internalización de caveolas dependiente de integrinas podría identificar nuevos 
mecanismos moleculares implicados en la proliferación y la migración celular y podrían 
identificar dianas potenciales para la intervención terapéutica.   
 
 
 
Figura 4. Modelo propuesto para la internalización de caveolas regulada por la pérdida de adhesión 
celular. En las áreas celulares adheridas a la MEC, las integrinas activas impiden la internalización de 
caveolas. Esta situación permite el acoplamiento de las proteínas de membrana plasmática a sus efectores 
(PAK1, Akt, Erk, etc.). En las áreas celulares no adheridas, las integrinas no están activas por lo que la 
Cav1 se distribuye en las caveolas induciendo su internalización con el consiguiente desacoplamiento 
entre las proteínas de membrana y sus efectores, lo que conduce a la modulación negativa de sus rutas de 
señalización. Figura adaptada de Echarri y col., Semin Cell Dev Biol. 2007. 
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1.3. Citoesqueleto 
1.3.1. Componentes y funciones del citoesqueleto 
En metazoos el citoesqueleto está formado por filamentos de actina, microtúbulos y 
filamentos intermedios. La polimerización de actina participa en diversos procesos celulares tales 
como la citocinesis, transporte de orgánulos, motilidad y adhesión celular, endocitosis y tráfico 
de membranas. Todos estos procesos implican rápidos ciclos de polimerización y 
despolimerización de actina con una gran precisión espacio-temporal. Concretamente, el papel 
del citoesqueleto de actina en los procesos de endocitosis está bien establecido, y se ha propuesto 
que acumulaciones transitorias de actina por debajo de la membrana plasmática proporcionarían 
la fuerza necesaria para formar y endocitar las vesículas de la membrana plasmática (Pollard y 
Cooper, 2009). 
1.3.2. Papel del citoesqueleto en la endocitosis por caveolas 
Tanto los filamentos de actina como los microtúbulos están íntimamente ligados a la 
biología de las caveolas. Las invaginaciones de caveolas se detectan próximas a haces de actina, 
por microscopía electrónica y confocal, en distintos tipos celulares (Kanzaki y Pessin, 2002; 
Rothberg y col., 1992). Por otro lado, Cav1-GFP colocaliza parcialmente con fibras de estrés en 
células CHO (Chinese hamster ovary) (Mundy y col., 2002) y la organización de las caveolas 
está regulada por las fibras de estrés inducidas por RhoA (Stahlhut y van Deurs, 2000). Ya que 
ninguno de los componentes proteicos de las caveolas, identificados hasta el momento, 
interacciona de forma directa con la actina, es de suponer que alguna otra proteína actúa como 
conector físico entre ambas estructuras celulares. En este sentido, filamina A (FLNa) podría ser 
un candidato interesentante a cumplir esta función, al haberse descrito la interacción de ésta tanto 
con Cav1 (Stahlhut y van Deurs, 2000) como con la actina filamentosa (Wang y Singer, 1977). 
Sin embargo, aún existe controvesia respecto al papel exacto del citoesqueleto de actina 
en la internalización de caveolas. Por una parte, cuando se impide la polimerización de actina con 
distintos inhibidores como latrunculina A (LatA) (Mundy y col., 2002; Tagawa y col., 2005) o 
citocalasina D (CytD) (Kang y col., 2000) se produce una acumulación citosólica de Cav1, lo que 
ha llevado a proponer que la actina cortical inhibiría la internalización de las vesículas 
caveolares. Por otro lado, otros estudios, también con CytD, obtuvieron el resultado contrario por 
lo que han propuesto que la internalización de caveolas requiere un citoesqueleto de actina 
intacto para los primeros pasos de desplazamiento de las vesículas hacia el interior celular 
(Balasubramanian y col., 2007; Parton y col., 1994).  
Con respecto a los microtúbulos, existe un consenso respecto a su papel en el tráfico de 
caveolas, habiéndose demostrado que la internalización y acumulación de las caveolas y la 
caveolina cerca del centro organizador de microtúbulos o del aparato de Golgi es dependiente de 
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microtúbulos intactos (Conrad y col., 1995; Mundy y col., 2002; Parton y col., 1994; Tagawa y 
col., 2005). No obstante, las proteínas que median la unión de las caveolas a los microtúbulos no 
han sido identificadas hasta el momento. 
1.3.3. Proteínas de unión a actina 
Las células eucariotas utilizan más de 100 proteínas accesorias relacionadas con la actina 
que se encargan de: mantener un reservorio de monómeros de actina, iniciar la polimerización, 
restringir la longitud de los filamentos, regular el ensamblaje y la renovación de los filamentos de 
actina, y regular el entrecruzamiento de filamentos en redes. Entre las proteínas de unión a actina 
podemos distinguir las que se unen a actina globular (actina-G) y las que se unen a actina 
filamentosa (actina-F). Las primeras desempeñan un papel muy importante en el control del 
reservorio de actina despolimerizada en las células, siendo algunos miembros de este grupo: 
profilina, ADF/cofilina y Tβ4 (WH2-related protein Thymosin-beta-4) (Lee y Domínguez, 2010). 
De entre las proteínas que se unen a actina-F destacan aquéllas que elongan filamentos 
preformados, las que inician ramificaciones, las que entrecruzan filamentos y las que conectan la 
membrana con regiones ricas en actina. Por su relevancia en esta Tesis, se destacarán también, 
dentro de este grupo, proteínas que promueven reordenamientos en el citoesqueleto de actina, 
concretamente las proteínas no receptoras tirosina quinasas Abl, y las proteínas GTPasas de la 
familia Rho. 
1.3.3.1. Proteínas nucleadoras y elongadoras de microfilamentos no ramificados 
En este grupo se incluyen las forminas, siendo la subfamilia de Diaphanous (mDia1, 2 y 
3 de mamíferos y Bni1p de levaduras) la más estudiada. Las forminas son homodímeros que 
poseen varios dominios, destacando el dominio FH2 (formin homology 2), dedicados a la 
regulación, dimerización, nucleación/elongación de actina y a la autoinhibición (Castrillon y 
Wasserman, 1994; Zigmond, 2004). Las forminas se asocian con gran afinidad y de forma muy 
estable a los extremos de los filamentos en crecimiento activo proporcionándoles anclaje y 
protegiéndolos de la unión de proteínas que bloquean la elongación (Pollard, 2007) (Figura 5). 
  
 
 
Figura 5. Nucleación y elongación por las forminas. Las forminas inician la polimerización a partir de 
monómeros de actina-G y se mantienen asociadas al extremo en crecimiento. Los complejos profilina-
actina-G se unen a la formina y transfieren el monómero de actina al extremo del microfilamento en 
crecimiento. Figura adaptada de Pollard y col., Science. 2009. 
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Participan en diversas funciones celulares mediante la elongación de los filopodios, de 
las fibras de estrés y de los filamentos que conforman el anillo contráctil requerido en la 
citocinesis (Wallar y Alberts, 2003). 
1.3.3.2. Proteínas iniciadoras de ramificaciones sobre filamentos preexistentes  
En este grupo se encuentran el complejo Arp2/3, que consta de 7 subunidades. Por sí 
mismo, el complejo tiene una actividad de nucleación de actina muy baja, pero es activada por 
miembros de la familia de los factores promotores de la nucleación (NPF) como N-WASP y 
WAVE. Estos NPF son regulados, entre otras, por las proteínas Abi (Innocenti y col., 2005; 
Innocenti y col., 2004), que forman un complejo con WAVE. Estas proteínas generan una red de 
filamentos de actina ramificados que empujan la membrana formando un lamelipodio esencial 
durante la migración celular (Pollard, 2007) y desempeñan un papel en la endocitosis mediada 
por clatrina (Boyle y col., 2007; Burton y col., 2005; Dai y Pendergast, 1995; Innocenti y col., 
2005; Leng y col., 2005; Lommel y col., 2001) (Figura 6). 
 
 
 
 
Otra proteína que potencia la actividad del complejo Arp2/3 es cortactina (CTTN), una 
proteína filamentosa de unión a actina-F y que además es sustrato de Src. Desempeña una 
función crucial en la coordinación de la dinámica de membrana con el remodelado del 
citoesqueleto de actina (Cosen-Binker y Kapus, 2006). 
1.3.3.3. Proteínas que unen la membrana con dominios de actina 
Este grupo está referido a las proteínas con domino BAR (Bin/Amphiphysin/Rvs) que, 
sin estar relacionadas filogenéticamente, se aúnan en este grupo debido a la presencia del 
dominio BAR, a su organización modular y al hecho de que frecuentemente se unen al 
citoesqueleto de actina bajo el control de las GTPasas de la famila Rho (Lee y Dominguez, 2010; 
Scita y col., 2008). El dominio BAR consiste en un dímero alargado y antiparalelo de dos hélices 
alfa curvadas (Figura 7). Variaciones significativas en la forma y curvatura del dominio BAR 
hace que las proteínas BAR se subdividan en 3 subfamilias: N-BAR, F-BAR e I-BAR.  
Figura 6. Nucleación por el complejo Arp2/3. Los factores promotores de la nucleación como WASP se 
unen a los monómeros de actina y al complejo Arp2/3. La unión a un extremo del microfilamento madre 
completa la activación, permitiendo el crecimiento de un filamento hijo. Figura adaptada de Pollard y col., 
Science. 2009. 
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Evidencias recientes de microscopía electrónica sugieren que algunos dominios BAR 
cooperan en la unión a regiones planas de la membrana induciendo su curvatura, que resulta en la 
generación de una vesícula endocítica (Frost y col., 2008). De hecho algunas proteínas F-BAR, 
como FBP17, sindaptina y Toca1 están implicadas en la endocitosis mediada por clatrina en 
cooperación con dinamina (Ho y col., 2004). Los tipos de dominios y las interacciones entre ellos 
así como la forma específica del dominio BAR, determinan la función, localización y tipo de 
estructura de membrana (protrusión, invaginación, túbulo, vesícula) asociado con cada proteína 
BAR (Lee y Domínguez, 2010). 
 
1.3.3.4. Proteínas que promueven reordenamientos en el citoesqueleto de actina: 
familia de tirosina quinasas no receptoras Abl 
La familia Abl de proteínas tirosina quinasas no receptoras incluye, en mamíferos, las 
proteínas c-Abl y Arg (Abl-related gene). Estas proteínas traducen la información de factores de 
crecimiento y receptores de adhesión localizados en la superficie celular en cambios en la 
estructura del citoesqueleto. Tienen estructura y secuencia muy conservadas, con los dominios 
SH3 (Src homology 3), SH2 (Src homology 2) y tirosina quinasa (Hernández y col., 2004). Tras 
el dominio con actividad quinasa hay tres motivos conservados Pro-X-X-Pro para los que se unen 
otras proteínas con dominios SH3 (Pendergast, 2002). Tanto c-Abl como Arg poseen dominios 
de unión a actina-F en su C-terminal (Van Etten y col., 1994; Wang y col., 2001). Además de su 
localización citoplasmática, c-Abl también puede localizarse en el núcleo (Taagepera y col., 
1998) al contener secuencias de localización y exportación nuclear. 
La regulación de los reordenamientos del citoesqueleto llevada a cabo por estas quinasas 
implica distintos mecanismos como la regulación de la actividad de proteínas con actividad 
GTPasa de la familia Rho, fosforilación de la proteína adaptadora CrkII en su Y221, lo que 
resulta importante para la migración celular, la interacción con las proteínas de la familia Abi (1 
y 2), su capacidad de fosforilar y regular a N-WASP, WAVE y CTTN (Bradley y Koleske, 
2009), y su unión directa al citoesqueleto (Hernández y col., 2004). 
1.3.3.5. Proteínas GTPasas pequeñas de las familias Rho  
Entre las proteínas de la familia de las pequeñas Rho GTPasas, los miembros de mayor 
importancia en la regulación del ensamblaje del citoesqueleto de actina son Cdc42, Rac y Rho, 
que controlan la formación de filopodios, lamelipodios y fibras de estrés respectivamente. Estas 
proteínas, capaces de unir nucleótidos de guanina (GDP y GTP), así como de hidrolizar GTP en 
Figura 7. Dominio BAR. El 
dominio BAR consiste en un 
dímero antiparalelo elongado y 
curvado. Figura adaptada de Lee y 
Domínguez, Mol Cells. 2010. 
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GDP, transmiten señales que conducen al ensamblaje y desensamblaje del citoesqueleto de actina 
en áreas localizadas (Lee y Domínguez, 2010).  
1.3.3.6. Proteínas que entrecruzan microfilamentos 
En este grupo se incluye la familia de las espectrinas (α-actinina, espectrina y distrofina) 
y las filaminas (A, B y C). Suelen estar localizadas en el citoesqueleto cortical próximo a la 
membrana plasmática, y funcionan conectando las redes de actina (Figura 8) con las proteínas de 
la matriz extracelular (anquirina, laminina y distroglucanos) (Lee y Domínguez, 2010). 
 
 
 
1.4. Filaminas 
1.4.1. Conceptos generales sobre la familia de las filaminas 
Las filaminas constituyen una de las familias más importantes de proteínas que 
entrecruzan filamentos de actina. En mamíferos las filaminas forman una familia de proteínas 
diméricas de alto peso molecular compuesta por tres miembros (filamina-A, B y C) codificados 
por 3 genes diferentes con una homología de secuencia altamente conservada, y que se expresan 
de forma ubicua durante el desarrollo embrionario (Sheen y col., 2002; Thompson y col., 2000). 
En el adulto, filamina-A (FLNa) es la más abundante y ampliamente expresada (Stossel y col., 
2001) y consta de dos modalidades resultantes del procesamiento alternativo de su ARNm, la 
isoforma 1 y la 2, siendo la primera el transcrito predominante que codifica una isoforma 
ligeramente más corta debido a la ausencia del exón 30 (Maestrini y col., 1993). La filamina-B 
(FLNb) también se expresa en todos los tipos celulares en el adulto y trabaja en coordinación con 
FLNa (Sheen y col., 2002). Por el contrario, FLNc tiene expresión restringida a las células del 
músculo estriado (Sheen y col., 2002; Thompson y col., 2000). 
Además de su papel regulador de las redes tridimensionales de actina, las filaminas 
tienen una importante función en la transducción de señales (van der Flier y Sonnenberg, 2001). 
Evidencias genéticas sugieren que las filaminas son esenciales para el desarrollo humano y que 
mutaciones en FLNa y FLNb se asocian con enfermedades genéticas humanas y con un 
Figura 8. Entrecruzamiento de microfilamentos. Las proteínas entrecruzadoras de actina ensamblan 
microfilamentos formando redes. Figura adaptada de Pollard y col., Science. 2009. 
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desarrollo anormal del sistema nervioso central, del tejido óseo, del sistema cardiovascular y de 
diversos órganos (Feng y Walsh, 2004; van der Flier y Sonnenberg, 2001). 
1.4.2. Filamina A 
1.4.2.1. Estructura 
Estructuralmente la FLNa es una proteína dimérica de 280 kDa cada monómero. La 
cadena polipeptídica está formada por un dominio de unión a actina (ABD) en el extremo N-
terminal y un dominio largo de “varilla” con 24 repeticiones de ~96 aminoácidos cada una y 
dispuestos en estrutura de láminas β antiparalelas (semejantes a los dominios de 
inmunoglobulina), interrumpido por dos curvas flexibles de 30-35 aminoácidos con función de 
bisagra, y que presenta gran divergencia con las de las otras filaminas (Gorlin y col., 1990). La 
región bisagra 2, entre las repeticiones 23 y 24, es común al resto de filaminas de vertebrados 
mientras que la región bisagra 1, entre las repeticiones 15 y 16, esespecífica de FLNa (Gorlin y 
col., 1990; Stossel y col., 2001) (Figura 9).  
 
 
 
La dimerización ocurre a través de las repeticiones del C-terminal permitiendo la 
formación de la estructura flexible en forma de “V” esencial para la función de la proteína (Hock 
y col., 1990). El ABD consta de dos dominios homólogos de calponina dispuestos en tándem 
(CHD1 y CHD2), y bastante parecidos a los ABD de otras proteínas entrecruzadoras de actina-F 
de la familia de las espectrinas. Este dominio permite a la filamina unirse a la actina para inducir 
la formación de las redes tridimensionales de actina (Brotschi y col., 1978; Janmey y col., 1990; 
Stossel y Hartwig, 1975). Por su extremo C-terminal, FLNa interacciona con múltiples proteínas 
(Apartado 1.4.1.2., Tabla III). 
Figura 9. Estructura de la FLNa humana. Dominio de unión a actina en el N-terminal. El resto de 
la proteína consta de de 24 repeticiones plegadas en láminas β antiparalelas. La dimerización ocurre a 
través de las repeticiones 24. Contiene dos regiones bisagra (1 y 2). Figura adaptada de Stossel, T.P. y 
col., Nature. 2001. 
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FLNa se degrada fácilmente por proteolisis. Se han identificado dos sitios de ruptura por 
calpaína, uno en la región bisagra 1 y otro en la región bisagra 2. La ruptura por este último sitio 
genera un fragmento de 240 kDa en el N-terminal y otro de 10 kDa hacia el C-terminal 
inhabilitando a la proteína para seguir realizando su función de entrecruzar filamentos de actina 
(Davies y col., 1978; Gorlin y col., 1990) 
FLNa presenta un sitio consenso de fosforilación muy conservado en serina 2152 (van 
der Flier y Sonnenberg, 2001). Este residuo es fosforilado por diversas proteínas serina/treonina 
quinasas, incluyendo PAK1 (Vadlamudi y col., 2002), PKA (Jay y col., 2004), Akt (Ravid y col., 
2008) y p90 RSK2 (Woo y col., 2004). CaM-kinase II (Ohta y Hartwig, 1995) y PKCα (Tigges y 
col., 2003) también fosforilan FLNa in vitro, aunque el residuo fosforilado no se ha identificado 
aún. La fosforilación de FLNa influye en su interacción con diversas proteínas, incluyendo sus 
capacidades de unir actina y de formar redes tridimensionales de ésta (van der Flier y 
Sonnenberg, 2001). Además, la fosforilación de FLNa previene su ruptura por calpaína (Chen y 
Stracher, 1989) y regula la formación de ondulaciones de membrana mediados por PAK1 
(Vadlamudi y col., 2002) .La migración inducida por EGF de las células de melanoma humanas 
también es regulada mediante la fosforilación de FLNa por p90 RSK2 (Woo y col., 2004). 
1.4.2.2. Funciones biológicas 
La principal función de FLNa es la construcción de redes ortogonales de actina (Bennett 
y col., 1984; Brotschi y col., 1978; Stossel y col., 2001). Estas redes son ancladas por FLNa a la 
membrana plasmática proporcionándole elasticidad, regulando la difusión interna de agua, 
solutos y pequeños orgánulos, porporcionando resistencia ante flujos hidrostáticos y osmóticos 
débiles, y sirviendo de anclaje para contracciones débiles. Constituyen, además, barreras para el 
movimiento espontáneo de grandes orgánulos y localizan las señales de transducción y otras 
reacciones intracelulares (Stossel y col., 2001). 
FLNa funciona también como anclaje para señalización celular, conectando y 
coordinando una gran variedad de procesos celulares con la dinámica de regulación del 
citoesqueleto de actina (Feng y Walsh, 2004). Algunos de estos procesos celulares son el 
mantenimiento de la estabilidad de la membrana plasmática y la correcta locomoción celular 
(Cunningham y col., 1992), la generación de amplias protrusiones de superficie celular necesarias 
para la locomoción y la fagocitosis en las formas ameboides de Dictyostelium (Cox y col., 1996), 
y el tráfico de distintas moléculas de carga. En este sentido, FLNa regula la transcitosis de 
albúmina a través del endotelio (Sverdlov y col., 2009), el tráfico del receptor de opioides 
(Onoprishvili y col., 2003), el reciclaje del receptor de calcitonina (Seck y col., 2003), la 
internalización de CCR2B (Minsaas y col., 2010), la distribución subcelular y la capacidad de 
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señalización de FcγRI (Beekman y col., 2008), y la infección por SV40 (Pelkmans y col., 2001) y 
por VIH (Jiménez-Baranda y col., 2007). 
La función que FLNa tiene en señalización viene mediada por su capacidad para 
interaccionar con gran cantidad de proteínas señalizadoras, como GTPasas de las familias Ras y 
Rho y quinasas, y con receptores de la MP, como las integrinas-β y la glicoproteína-Ibα (GPIbα) 
(Tabla III) (Stossel y col., 2001; van der Flier y Sonnenberg, 2001). La FLNa se asocia también 
con membranas lipídicas (Isenberg, 1991; Isenberg y Niggli, 1998). 
 
 
 
Proteína 
¿Unión 
directa?/Método 
Sitio de unión  
en FLNa 
Significado funcional Referencia 
GPIbα Sí Repeticiones 17-19 
Extensión celular 
(spreading) REFS 
(Meyer y col., 
1997; Takafuta y 
col., 1998 ) 
Integrinas (β1A, 
β1D,  β2, β3, y 
β7) 
Sí/Doble híbrido Repeticiones 20-24 Mecanoprotección 
(Loo y col., 1998; 
Sharma y col., 
1995) 
FcγRI ¿? ¿? ¿? 
(Ohta y col., 
1991) 
Factor de 
crecimiento 
¿? Repeticiones 23-24  (Ott y col., 1998) 
Presenilina 1 y 2 Sí/Doble híbrido Repeticiones 21-24 ¿? 
(Zhang y col., 
1998) 
Receptor de 
furina 
Sí/Doble híbrido) Repeticiones 13-14 
Internalización de furina y 
transporte desde 
endosomas tempranos 
hasta el Golgi  
(Liu y col., 1997) 
Cav1 
Sí/Doble híbrido, 
colocalización y 
coinmunoprecipitación 
Repeticiones 22-24 ¿? 
(Ravid y col., 
2008 ; Stahlhut y 
van Deurs, 2000; 
Sverdlov y col., 
2009) 
Canal de K 
(Kv4.2) 
Sí/Doble híbrido y 
colocalización 
C-terminal 
Densidad mediada por estos 
canales 
(Petrecca y col., 
2000) 
Receptor de 
dopamina D2 y 
D3 
Sí/doble híbrido Repeticiones 16-19 Respuesta a dopamina (Li y col., 2000) 
TRAF2 Sí/doble híbrido 
Repeticiones 15-19 
y 21-24 
IActivación de SAPK o 
NF-κB por TRAF2 o TNF 
(Leonardi y col., 
2000) 
SEK-1 (MEKK 
y JNKK) 
Sí/doble híbrido Repeticiones 21-24 
Respuesta a los 
activadores de SAPK, 
ácidos lisofosfatídico y 
TNF 
(Marti y col., 
1997) 
Recptor de 
andrógeno 
Sí/doble híbrido Repeticiones 16-19 
Translocación del receptor 
de andrógeno al núcleo 
(Ozanne y col., 
2000) 
RhoA, Rac1, 
Cdc42 
Sí (dependiente de 
GTP) /Doble híbrido 
Repeticiones 21-24 ¿? 
(Ohta y col., 
1999) 
RalA 
Sí (independiente de 
GTP) /Doble híbrido  
Repetición 24 
Formación de microespigas 
inducida por Cdc42 
(Ohta y col., 
1999) 
Trio Sí/doble híbrido Repeticiones 23-24 Ondulaciones dorsales de MP 
(Bellanger y col., 
2000) 
cvHSP Sí/doble híbrido Repeticiones 23-24 ¿? 
(Krief y col., 
1999) 
Granzima B Sí/doble híbrido Repeticiones 20-24 
Apoptosis mediada por 
granzima B 
(Browne y col., 
2000) 
 
Tabla III. Proteínas que interaccionan con FLNa. Se detalla el nombre de la proteína, el tipo de 
interacción, el método usado para identificar la interacción, el sitio de unión en FLNa y el significado 
funcional de la asociación. Las filas sombreadas en azul se corresponden con proteínas transmembrana, en 
amarillo con proteínas de señalización y en rosa con otras proteínas citoplasmáticas. 
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                                                           2. OBJETIVOS 
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La internalización de las caveolas ocurre de forma masiva tras la pérdida de adhesión 
celular (del Pozo y col., 2005). Esta internalización es esencial para el cese de las rutas de 
señalización iniciadas por receptores de membrana o proteínas citoplasmáticas cuyos sitios de 
unión a la membrana se encuentran en los CEMMs, tales como las de Ras-ERK-MAPK, Pi3K-
AKT y Rac1-Pak1. La continuidad de esta señalización en las células no adherentes puede conducir 
a situaciones patológicas, como la proliferación celular independiente de adhesión. Por otro lado, la 
pérdida de adhesión celular ocurre localmente durante varios procesos fisiológicos como la 
migración y la división celular. Por tanto, y en base a la importancia que subyace tras este proceso, 
se ha elaborado el primer objetivo de esta Tesis: 
1. Identificar proteínas implicadas en la regulación de la internalización de caveolas 
inducida por la pérdida de adhesión celular.  
Dado que el citoesqueleto de actina desempeña un papel esencial en otras vías de 
endocitosis (Doherty y McMahon, 2009), y que presenta un estrecho vínculo con las caveolas y 
la Cav1 (Kanzaki y Pessin, 2002; Richter y col., 2008; Rothberg y col., 1992; Stahlhut y van 
Deurs, 2000), se focalizó el primer objetivo en el estudio de proteínas relacionadas con la actina. 
Esto permitió la identificación de varios reguladores de la internalización de caveolas que 
estimulan o inhiben el proceso en según el tipo de polimerización de actina que regulan. Por 
tanto, el segundo objetivo de esta Tesis es: 
2. Determinar el grado de implicación de las principales rutas de regulación del 
citoesqueleto de actina en la internalización de caveolas.  
Asimismo, se identificó otro regulador, FLNa, cuya implicación en la internalización de 
caveolas se estudió en mayor profundidad, formulándose así el tercer objetivo de esta Tesis: 
3. Identificar los mecanismos moleculares por los que FLNa regula la internalización 
de caveolas. 
Además, existen cada vez más evidencias que apoyan un papel de las caveolas en 
mecanotransducción ante cambios de tensión celular (Boyd y col., 2003; Rizzo y col., 1998; 
Sinha y col., 2011). Estos hechos llevan a plantear un significado fisiológico de las caveolas 
adicional al de la endocitosis o regulación de vías de señalización, y que estaría relacionado con 
el mantenimiento de la homeostasis de membrana. Por ello, el cuarto y último objetivo de esta 
Tesis es: 
4. Estudiar el significado fisiológico de la internalización de membrana en suspensión 
mediada por caveolas. 
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  3. MATERIALES Y MÉTODOS 
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3.1. Anticuerpos y reactivos 
Anticuerpos policlonales: caveolina (BD Biosciences Pharmingen (San Diego, CA)), 
fosfo-FLNa (Ser2152), integrina-β3 y PKCδ (Cell Signaling), Dyn2 (Affinity Bio Reagents), 
Rab11 y fosfo-PAK1/2/3 (Ser141) (Invitrogen, Zymed® laboratories), pericentrina (Covance 
(Denver, PA)), Arg (H-300), PKCα, PAK1 y mDia2 (Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, 
CA)), N-WASP (cedido por el Dr. M. Kirschmer (Division of Neuroscience, Children's Hospital, 
Boston, MA, USA)), FLNb (Chemicon International), FBP17 (cedido por Dr. De Camilli, Yale 
University School of Medicine, New Haven, USA).  
Anticuerpos monoclonales: FLNa (Chemicon International), α-tubulina, γ-tubulina, 
talina y Flag M2 (Sigma-Aldrich (St. Louis, MO)), GFP (Roche), GM130, EEA1, RalA, Csk, 
CrkII, WAVE-1, mDia1, c-Abl y p21Arc (BD Biosciences Pharmingen (San Diego, CA)), Src, 
cortactina y Rac1 (Upstate Biotechnology (Lake Placid, NY)), RhoA y Grb10 (Cell Signaling), 
HA (Covance (Denver, PA)) y α-actinina (Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA)). 
Los anticuerpos secundarios de cabra conjugados con peroxidasa dirigidos frente a 
conejo y ratón, y los de cabra anti-IgG de conejo y ratón conjugados con los fluoróforos Alexa-
488, 594 y 647 fueron proporcionados por Jackson Immuno-Research Laboratories. La faloidina 
conjugada con el fluoróforo Alexa-647, la subunidad B de la toxina colérica (CTxB) conjugada 
con el fluoróforo Alexa-594, la transferrina conjugada con Alexa-488 o Texas Red (TxRed), y la 
aglutinina de germen de trigo (WGA) conjugada con Alexa-488 fueron adquiridas de Molecular 
Probes Inc. Los agentes despolimerizadores de actina (citocalasina D y latrunculina A) así como 
el agente despolimerizador de microtúbulos (nocodazol), el DMSO, el compuesto Hoechst 
33342, y los antibióticos puromicina y neomicina (G418) fueron obtenidos de Sigma-Aldrich (St. 
Louis, MO). El inhibidor de PKA (H-89) y los inhibidores de PKC (Ro-31-8220 y Gö 6076) 
fueron obtenidos de Calbiochem. La fibronectina fue purificada a partir de plasma humano según 
se ha descrito previamente (del Pozo y col., 2000). El reactivo de transfección de DNA (Fugene 
6) se obtuvo de Roche. El reactivo de transfección de oligonucleótidos de ARNi 
(Oligofectamina) se obtuvo de Invitrogen. El medio de montaje Permafluor se se obtuvo de 
Thermoscientific.   
3.2. ARNch y ARNi 
Los vectores retrovirales pSMC2 que codifican para los ARNch de FLNa o luciferasa, 
descritos previamente (Baldassarre y col., 2009), fueron cedidos por el Dr. David A. Calderwood 
(Yale University, New Haven, CT). 
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Los oligonucleótidos de ARNi que se han utilizado en este trabajo se muestran en la 
tabla IV: 
 
ARNi SECUENCIA DIANA PROCEDENCIA 
Abi1 Smart pool Dharmacon 
Abi2 Smart pool Dharmacon 
α-actinina1#1 GACCATTATGATTCTCAGCAA Qiagen 
α-actinina4#1 CCCGCAAATCATCAACTCCAA Qiagen 
α-actinina1#2 GCGCACCATCATGGACCATTA Qiagen 
α-actinina4#2 ACGCAGCATCGTGGACTACAA Qiagen 
α-actinina1#3 AAGGATGATCCACTCACAAAT Qiagen 
α-actinina4#3 TCCACTCTGTATCTATGCAAA Qiagen 
Arp3  Smart pool Dharmacon 
Arg #1 GGCACTAAATGAGGTTATC Ambion 
Arg #2 AACCCTGTCCTTAATAACTTA Qiagen 
c-Abl #1 GGGAGGGTGTACCATTACA Ambion 
c-Abl #2 AACCAAGCCTTTGAAACAATG Qiagen 
Control #1 “on-target plus control” ? Dharmacon 
Control #2 “all star control” ? Qiagen 
Cortactina #1 Smart pool Dharmacon 
CrkII #1 Smart pool Dharmacon 
CrkII #2 AATCCGGGACAAGCCTGAAGA Qiagen 
Csk GGCGGGTACCAAACTCAGC Ambion 
mDia1 Smart pool Dharmacon 
mDia2 Smart pool Dharmacon 
Dyn2 GACATGATCCTGCAGTTCA Dharmacon 
FBP17  GACATGATCCTGCAGTTCA Invitrogen 
FLNa #1 GGAAGAAGATCCAGCAGAA Qiagen 
FLNa #2 GGCAAAAGTGACCGCCAAT Ambion 
FLNa #3 CTCGGTCGAGTACATCCCTTA Qiagen 
FLNa #4 CAGCGTGTCCTACCTGCTCAA Qiagen 
FLNb #1 ACGCATTGACATCCAGATGAA Qiagen 
FLNb #2 CCGCTGGATCTGAGCAAGATA Qiagen 
Formina-1 Smart pool Dharmacon 
Grb10 #1 Smart pool Dharmacon 
Grb10 #2 CTAGATGACGGGAACACCAAA Qiagen 
Integrina-β3 #1 GCTAATTCTTTGACCTGTT Ambion 
Integrina-β3 #2 CTCTCCTGATGTAGCACTTAA Qiagen 
P21Arc   Smart pool Dharmacon 
PAK1 TCCACTGATTGCTGCAGCTAA Qiagen 
PKCα #1 AACCATCCGCTCCACACTAAA Qiagen 
PKCα #2 CGCAGTGGAATGAGTCCTTTA Qiagen 
PKCα #3 TACAAGTTGCTTAACCAAGAA Qiagen 
RhoA #1 CCGGATGAAACTGACCGATTT Qiagen 
RhoA #2 CAAGCTAGACGTGGGAAGAAA Qiagen 
RhoA #3 TACCTTATAGTTACTGTGTAA Qiagen 
SDPR CAGAGGATAATTAAGATACTA Qiagen 
Src #1 AAGCAGTGCCTGCCTATGAAA Qiagen 
Src #2 CGGCTTGTGGGTGATGTTTGA Qiagen 
Talina 1 #1(5552) GGAAGTTCTTTTACTCAGA Ambion 
Talina 1 #2 (5467) GGAGGAAATAACAGGGACC Ambion 
N-WASP #1 Smart pool Dharmacon 
N-WASP #2 CAGATACGACAGGGTATCCAA Qiagen 
N-WASP #3 AACCTTAATGTAATTTACTTA Qiagen 
Tabla IV: Listado de los ARNi utilizados. Se detallan los ARNi, la secuencia 
diana en el ARNm y la procedencia. 
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3.3. Cultivos celulares  
En este trabajo se han utilizado las siguientes líneas celulares: 
- HeLa (células epiteliales de cáncer cervical humano) fueron obtenidas de ATCC. 
- HeLa expresando Cav1-GFP de forma estable (HeLa-Cav1-GFP), cedidas por el Dr. 
Lucas Pelkmans (ETH, Zürich). Se seleccionó una población celular con baja expresión 
de Cav1-GFP mediante la utilización de un separador de células MoFlo (DAKO-
Cytomation) (Figura 10). 
 
 
- HeLa y HeLa-Cav1-GFP expresando un ARNch contra luciferasa o contra FLNa de 
forma estable (HeLa-ARNch-Luc o HeLa-ARNch-FLNa) fueron generadas por infección 
retroviral del vector pSMC2 en células HeLa ATCC y HeLa-Cav1-GFP. 
- M2 (células de melanoma humano deficientes en FLNa) y A7 (células de melanoma 
humano reconstituidas con un ADNc de FLNa), cedidas amablemente por Thomas P. 
Stossel (Brigham and Women’s Hospital, Boston, Massachusetts) y Santos Mañes 
(Centro Nacional de Biotecnología, UAM, Madrid). 
- M2 y A7 expresando Cav1-GFP o Cav1-Flag de forma estable (M2-Cav1-GFP, M2-
Cav1-Flag, A7-Cav1-GFP y A7-Cav1-Flag) fueron generadas por infección retroviral de 
células M2. 
- HEK 293T/17 (células de riñón embrionario humano) fueron obtenidas de ATCC. 
- Fibroblastos embrionarios de ratones doble KO para c-Abl y Arg (dKO) y reconstituidos 
con c-Abl y Arg (dRec), cedidos por Tony Koleske (Yale University, New Haven, CT) y 
Ann Marie Pendergast (Duke University Medical Center, Durham, NC) (Plattner y col., 
2003). 
- Fibroblastos embrionarios de ratones WT y KO para Cav1, cedidos por Michael P. 
Lisanti (Thomas Jefferson University; Philadelphia, PA). 
Las células HEK 293T/17, fibroblastos de ratón WT y Cav1 KO-, y las células HeLa se 
crecieron en medio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle medium) suplementado con 10% de 
Figura 10: Niveles de expresión 
de Cav1-GFP en células HeLa. 
Media de la intensidad de 
fluorescencia de las células HeLa-
Cav1-GFP detectada por FACS. 
Las células HeLa sin infectar se 
usaron como control negativo. 
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suero bovino fetal (FBS), penicilina (100 U/ml) y estreptomicina (100 µg/ml). Las células HeLa 
infectadas con ARNch fueron cultivadas con 4µg/ml de puromicina (Sigma), como antibiótico de 
selección. Las células M2 y A7 fueron cultivadas en MEM (Gibco) suplementado con 10% de 
FBS, penicilina (100 U/ml) y estreptomicina (100 µg/ml), 1% L-Gln, 1 mg/L de piruvato sódico, 
1 mg/L de aminoácidos no esenciales. Las células A7 fueron cultivadas con 500 ng/µl de G418 
(Sigma), como antibiótico de selección. Los fibroblastos de ratón c-Abl/Arg dKO y dRec fueron 
cultivados en DMEM suplementado con un 10% de FBS.  
Todas las células fueron cultivadas a 37º C en una atmósfera humedecida al 5% CO2. 
3.4. Plásmidos de expresión en mamíferos  
MIGR1-Cav1-Flag: la construcción que codifica para la Cav1 murina marcada con el 
péptido Flag en su extremo C-terminal, originalmente clonada en el vector pcDNA3, fue cortada 
con BamH1 y EcoRI, y posteriormente subclonada en el vector retroviral MIGR1, que incluye 
GFP en una unidad bicistrónica (Pear y col., 1998). 
MIGR1-Cav1-GFP: la construcción que codifica para la Cav1 murina, originalmente 
clonado en el vector pcDNA3, fue amplificada por PCR usando cebadores que contienen los 
sitios de restricción PcII y posteriormente subclonada en el vector retroviral MIGR1 usando los 
sitios de restricción NcoI, compatibles con PcII, quedando en fase corriente arriba de GFP.  
pcDNA3.1-FLNa-WT-ARNchR-dsRED: la construcción que codifica para FLNa-WT-
dsRED resistente al ARNch clonada en pcDNA3.1, previamente descrita, (Baldassarre y col., 
2009), fue cedida por el Dr. David A. Calderwood (Yale University, New Haven, CT). 
pcDNA3.1-FLNa-S2152A-ARNchR-dsRED: la construcción que codifica para FLNa-
S2152A-dsRED resistente al ARNch fue generada mediante mutagénesis dirigida a partir de la 
construcción WT (pcDNA3.1-FLNaWT-ARNchR-dsRED) y mediante un proceso que implicó 
varios pasos: Un fragmento de 4500 pb de FLNa-WT-ARNchR-dsRED fue amplificado por PCR 
usando unos cebadores que hibridan en regiones que incluyen los sitios de restricción PshAI y 
XbaI. El resultado de esta amplificación se analizó en gel de agarosa al 0.7% y la banda 
correspondiente al tamaño del amplicón deseado (4500 pb) fue extraída usando QIAEXII Agarose 
Gel Extraction Protocol (Qiagen). Este amplicón fue clonado en el vector pGEMT-easy 
(Invitrogen) usando los extremos protuberantes en 3’ generados durante la amplificación por 
PCR. Se procedió a la mutagénesis dirigida de la Ser2152 en una Ala usando QuickChange II 
Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene) y la construcción clonada en pGEMT-easy como 
molde. El fragmento mutado fue entonces subclonado en el vector original usando los sitios 
PshAI y XbaI para sustituir el fragmento original no mutado.  
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pcDNA3.1-FLNa-S2152E-ARNchR-dsRED: la construcción que codifica para FLNa-
S2152A-dsRED resistente al ARNch fue generada mediante mutagénesis dirigida a partir de la 
construcción WT (pcDNA3.1-FLNaWT-ARNchR-dsRED) mediante el mismo proceso usado 
para la construcción pcDNA3.1-FLNa-S2152A-ARNchR-dsRED, pero cambiando el 
oligonucleótido usado para la mutagénesis.  
pcDNA3.1-FLNa-ABD-ARNchR-dsRED: la construcción que codifica para FLNa-
ABD-dsRED resistente al ARNch fue generada a partir de la construcción WT (pcDNA3.1-
FLNaWT-ARNchR-dsRED) mediante un proceso que implicó varios pasos: Un fragmento de 
4200 pb de FLNaWT-ARNchR-dsRED fue amplificado por PCR usando unos cebadores que 
hibridan en regiones que incluyen los sitios de restricción PshAI y PacI. El resultado de esta 
amplificación se analizó en gel de agarosa al 0.7% y la banda correspondiente al tamaño del 
amplicón deseado (4200 pb) fue extraida usando QIAEXII Agarose Gel Extraction Protocol 
(Qiagen). Este amplicón fue clonado en el vector pSCA (Strataclone) usando los extremos 
protuberantes en 3’ generados durante la amplificación por PCR. Se realizó una nueva PCR 
usando esta nueva construcción como molde y dos cebadores, fosforilados en 5’ que incluyen los 
sitios de restricción PshAI y PacI, y que hibridan a regiones que excluyen el fragmento de 700 pb 
a deleccionar. Para esta amplificación se usó la ADN polimerasa PfuUltra II fusion HS 
(Stratagene) que deja extremos romos. Se realizó un tratamiento con la enzima de restricción 
DpnI para digerir del ADN molde metilado. Seguidamente se ligó el producto de PCR con el uso 
de la ligasa T4; de esta forma se permitió su replicación en bacterias competentes transformadas 
con dicha construcción. Tras purificar el producto de PCR circular amplificado en bacterias, se 
digirió con las enzimas PshAI y Pac1 y se seleccionó el fragmento de 3,5 kb de interés. Este 
fragmento fue extraído del gel y subclonado en el vector original usando los sitios PshAI y Pac1 
para sustituir el fragmento original por el nuevo fragmento carente del dominio de unión a actina.  
pEGFP-RhoA-G14V: la construcción que codifica para RhoA-G14V (forma mutada de 
RhoA constitutivamente activa) clonada en el vector pEGFP-C1 (Clontech, Palo Alto, CA, 
EEUU) ha sido descrita previamente (del Pozo y col., 1999). 
pmCherryC1-RhoA-G14V: la construcción que codifica para RhoA-G14V murino, 
originalmente clonada en el vector pEGFP, fue cortada con BpsEI y EcoRI y posteriormente 
subclonada en el vector pmCherry (Clontech, Palo Alto, CA, EEUU).  
pcDNA3-Dyn2-K44A: la construcción que codifica para Dyn2-K44A (forma mutada de 
dinamina-2 que actúa como dominante negativo) clonada en el vector pcDNA3 ha sido descrita 
previamente (del Pozo y col., 2005). 
pCGN-HA-RalA-WT, -G23V y -S28N: las construcciones pCGN-HA-RalA-WT, HA- 
HA-RalA-G23V y RalA-S28N, fueron cedidas por el Dr. Van Tran (University of Sydney, NSW). 
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pRV-IRES CopGreen Flag-mDia1∆N3: la construcción que codifica para Flag-
mDia1∆N3 (forma mutada de mDia1 constitutivamente activa, que carece del domino N-
terminal) fue generada mediante un proceso que implicó varios pasos: el fragmento desde el 
aminoácido 543 hasta el 1192, que constituyen la forma constitutivamente activa de mDia1 se 
amplificó por PCR usando cebadores que proporcionaron los sitios de restricción Bgl II en ambos 
extremos y Flag en el extremo N-terminal. El producto de PCR se clonó en el vector retroviral 
pRV-IRES CopGreen que codifica para GFP de forma bicistrónica. 
pCS2-memb-Cherry: la construcción que codifica para el fragmento de la proteína 
quinasa Lck (MGCIKSKRKDNLNDDEAPVA), repetido dos veces, clonada en el vector pCS2, 
previamente descrita (Megason y Fraser, 2003), fue cedida por la Dr.Nadia Mercader (Centro 
Nacional de Investigaciones Cardiovasculares, Madird, España). 
pCA-EGFP-FBP17: la construcción que codifica para FBP17 clonada en el vector pCA-
EGP, previamente descrita (Kamioka y col., 2004), fue cedida por el Dr. Naoki Mochizuk 
(National Cardiovascular Center Research Institute, Osaka, Japan).  
En todas las contrucciones, la orientación y la secuencia correctas fueron comprobadas 
por secuenciación, y la expresión en células transfectadas por western blot y microscopía de 
fluorescencia. 
3.5. Transfección de ADN y de ARNi  
Los plásmidos de expresión en mamíferos fueron transfectados usando Fugene (Roche), 
según las indicaciones de la casa comercial. Los oligonucleótidos de ARNi (30, 75 ó 100 nM) 
fueron transfectados en las células HeLa utilizando Oligofectamina (Invitrogen), según las 
indicaciones de la casa comercial.  
3.6. Generación de líneas celulares estables por infección viral 
Para la producción de retrovirus, las células 293T/17 fueron transfectadas con los 
vectores retrovirales (MIGR1-Cav1-Flag, MIGR1-Cav1-GFP, pSMC2-ARNch-FLNa o pSMC2-
ARNch-Luc) y con los vectores que codifican los componentes de las partículas virales 
(pGAGPOL y VSVG). Para ello se usó Fugene 6 (Roche). Tras 24 horas desde la transfección se 
cambió el medio por uno fresco, y el sobrenadante fue recogido durante los 3 días posteriores al 
cambio de medio y almacenado a 4º C. Seguidamente, se procedió a la concentración de las 
partículas retrovirales. Pare ello, lo sobrenadantes cargados de partículas retrovirales se filtraron 
a través de filtros de 0.45 µm y se centrifugaron a 25000 rpm a 4ºC durante 2 horas. Tras eliminar 
el sobrenadante, el pellet donde se encuentran las partículas retrovirales se resuspendieron en 
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medio de cultivo y se añadió a las células diana. Después de 48 horas, se comenzó la selección de 
las células infectadas, usando puromicina en el caso de las células infectadas con las 
construcciones pSMC2-ARNch-FLNa y pSMC2-ARNch-Luc o utilizando un separador de 
células MoFlo (DAKO-Cytomation) para detectar y aislar las células expresando GFP en el caso 
de las infecciones con las construcciones MIGR1-Cav1-Flag y MIGR1-Cav1-GFP. El correcto 
silenciamiento de FLNa en las células infectadas con la construcción pSMC2-ARNch-FLNa se 
comprobó por WB y los niveles de expresión de las construcciones MIGR1-Cav1-Flag y 
MIGR1-Cav1-GFP se comprobaron tanto por WB como por citometría de flujo. Con estas 
mismas técnicas se comprobó también que los niveles de expresión de Cav1-Flag o Cav1-GFP 
eran muy similares entre las líneas celulares A7 y M2.  
3.7. Extracción proteica e inmunodetección (Western blot)  
Para el análisis de cantidades proteicas, las células se rompieron usando el tampón RIPA 
(10 mM Tris-HCl, pH 7.2, 1% Triton X-100, 0.5% deoxicolato sódico, 0.1% dodecil sulfato de 
sodio (SDS), 150 mM NaCl, 5 mM EDTA y 3 mM EGTA) con inhibidores de fosfatasas (1 mM 
Na3VO4 y 30 mM NaF) e inhibidores de proteasas (1 µg/ml aprotinina, 1 µg/ml Leupeptina y 1 
µM PMSF). Para estudiar la fosforilación de FLNa se añadieron al RIPA dos inhibidores de 
fosfatasas adicionales (10 mM Na4P2O7 y 3 mM β-glicerolfosfato). La concentración de proteína 
se cuantificó usando el método de Lowry (DC Protein Assay de Bio-Rad). Cantidades iguales de 
proteína (20-40 µg) de cada extracto proteico se desnaturalizaron a 95ºC en tampón Laemmli, se 
cargaron en geles de poliacrilamida (con porcentaje de acrilamida en función del peso molecular 
de la proteína a analizar) en presencia de SDS y se separaron mediante electroforesis. Tras ésta, 
las proteínas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Hybond C; Amersham Pharmacia 
Biotech, UK). Las membranas se bloquearon durante 1 hora en una solución de leche en polvo 
desnatada al 5% en TBS 0,1% Tween-20. A continuación, las membranas se incubaron durante 2 
horas a temperatura ambiente con los anticuerpos específicos correspondientes disueltos en 
solución de bloqueo, excepto para detectar FLNa fosforilada, en cuyo caso el anticuerpo primario 
se disolvió en una solución de BSA al 5% en TBS 0.1% Tween-20 y se incubó durante toda la 
noche a 4ºC. Después de lavar las membranas con TBS-Tween, fueron finalmente incubadas 
durante 1 hora a temperatura ambiente con anticuerpos secundarios conjugados con HRP. Las 
proteínas se visualizaron utilizando el sustrato quimioluminiscente ECL siguiendo el protocolo 
de Amersham. El análisis densitométrico se realizó utilizando Quantity One. Las unidades 
expresadas son arbitrarias.  
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3.8. Ensayos de internalización de Cav1 en suspensión y de reciclaje tras 
recuperación de adhesión 
El ensayo de internalización inducido por levantamiento celular ha sido descrito 
previamente (del Pozo y col., 2004). Las células se despegan del sustrato usando una mezcla de 
tripsina y EDTA. Seguidamente se transfieren a tubos graduados con una solución de 
metilcelulosa (0.5% (p/v) metilcelulosa, 0.2% (p/v) albúmina de suero bovina libre de lípidos, 0.5 
mg/ml inhibidor de tripsina de soja y 10 mM de HEPES) donde se mantiene rotando a 37ºC 
durante los tiempos requeridos para el experimento. Tras este tiempo las células se fijaron 
durante 10 minutos en hielo con 4% (p/v) paraformaldehído en PBS. En este paso las células 
expresando Cav-1-GFP se montaron sobre el portaobjetos usando como medio de montaje 
permafluor (Thermo scientific). 
Para el estudio del reciclaje de Cav1 las células, tras haber estado 2 horas en suspensión, 
se sembraron en placas de 24 pocillos, sobre cubreobjetos tapizados con fibronectina (5 µg/ml). 
Tras diferentes tiempos de recuperación de la adhesión se procedió a la fijación durante 10 
minutos con 4% (p/v) paraformaldehído en PBS. 
3.9. Ensayos de cierre de herida in vitro 
Las células HeLa-ARNch-Luc y ARNch-FLNa se crecieron hasta confluencia en placas 
de 6 pocillos y fueron privadas de suero 24 horas antes de llevarse a cabo el ensayo. Las 
incisiones se realizaron con una punta de micropipeta de 1 mm de grosor aproximadamente. El 
cierre de herida se monitorizó por video-microscopía, tomando imágenes en campo claro en 
intervalos de 10 minutos durante 24 horas. El área migrada fue calculada restando el área entre 
los bordes de la incisión a los distintos tiempos del área inicial medida a tiempo 0.  
3.10. Ensayos de inmunofluorescencia 
Las células se cultivaron en placas de 6 ó 24 pocillos, sobre cubreobjetos, o fueron 
puestas en suspensión durante el tiempo requerido. Tras la fijación con 4% (p/v) 
paraformaldehído en PBS durante 10 minutos, las células se permeabilizaron y bloquearon 
simultáneamente con PBS 0,2% (v/v) Tritón-X-100 y 1% (p/v) de albúmina de suero bovina 
(BSA) durante otros 10 minutos. Seguidamente se incubaron con el anticuerpo primario durante 
una hora y se tiñeron con un anticuerpo secundario conjugado con un fluoróforo Alexa-488 o 
Alexa-594. Finalmente se montaron sobre portaobjetos. El citoesqueleto de actina fue teñido con 
faloidina-Alexa-647. 
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Dependiendo del ensayo, las imágenes fueron adquiridas con un microscopio confocal 
(Leica TCS SP5 o SpE), o bien con un microscopio de epifluorescencia (Axiovert 200 M SP 
LSM5; Carl Zeiss MicroImaging, Inc.) equipado con una cámara CCD CoolSnap fx 
(Photometrics). Para la determinación de la cantidad de Cav1 con distribución lineal, se 
identificó la señal de Cav1 organizada en líneas y se midió la longitud de las líneas con el 
módulo de cuantificación de MetaMorph (Universal Imaging Corp.) (Figura 11). Se cuantífico 
un mínimo de 3 experimentos y 50 células por experimento en cada caso. 
 
 
 
 
Para la determinación de Cav1 internalizada se aplicó un método visual semicuantitativo 
en el que se asigna a una célula la capacidad de internalizar Cav1 cuando presenta una 
acumulación perinuclear de Cav1 (Figura 12). Se cuantífico un mínimo de 3 experimentos y 150 
células por experimento en cada caso. 
 
 
Para la determinación de la colocalización de la acumulación de Cav1-GFP con cada 
marcador de compartimento intracelular (Pericentrina, Rab11, EEA1 o GM130) se usó el 
parámetro “cociente de colocalización” de LAS AF (Leica). 
3.11. Medida de endocitosis de CTxB por microscopía 
Las células se mantuvieron a 4ºC durante 10 minutos, luego se añadió CTxB conjugada 
con un fluoróforo Alexa-594 (1µg/ml) y dejó que se uniese a su receptor en la MP (GM1) durante 
30 minutos a 4ºC sin perimitir su endocitosis. Seguidamente se retiró la CTxB no unida lavando 
con PBS a 4ºC y las células se levantaron del sustrato para mantenerlas en suspensión durante los 
tiempos requeridos. Tras la fijación se tiñó la MP con WGA conjugada con un fluoróforo Alexa-
488. 
Figura 12: Ejemplo demostrativo de los 
fenotipos cuantificados para la internalización 
de Cav1. (A) Ejemplo de célula con señal de 
Cav1-GFP periférica (flecha). (B) Ejemplo de 
célula con señal de Cav1-GFP internalizada 
(cabeza de flecha). 
Figura 11: Ejemplo demostrativo de la cuantificación de la longitud de las 
líneas de Cav1. Se trazaron líneas con MetaMorph sobre las líneas de Cav1 
identificadas visualmente. Se sumó la longitud de las líneas trazadas. 
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Para la determinación de la cantidad de CTxB en la MP se dibujó una máscara por fuera 
de la MP (canal para WGA) y otra por dentro. Se calculó la intensidad de la señal en el canal rojo 
(CTxB-Alexa 594) en ambas máscaras utilizando la función Measure RGB del módulo de 
análisis de Image J. A continuación se sustrajo a la máscara exterior la intensidad de la máscara 
interior para obtener la intensidad de señal de CTxB localizada en la MP. Esta señal en la MP se 
relativizó a la señal en el total de la célula para obtener la cantidad relativa de CTxB en la MP. 
(Figura 13). Se cuantificó un mínimo de 15 células por experimento. 
 
 
 
 
 
3.12. Citometría de flujo 
Para las medidas de viabilidad celular, tamaño, cantidad de actina-F y endocitosis de 
CTxB se usó el Citómetro de Flujo Analizador CyAn-adp de Beckman-Coulter. 
Para la medida de la endocitosis de CTxB, las células se mantuvieron en suspensión 
durante los tiempos requeridos para permitir la internalización de los dominios ricos en GM1. 
Seguidamente se incubaron con CTxB-Alexa-647 (8 ng/ml) a 4ºC durante 30 minutos, dejando 
que ésta se uniese al GM1 no endocitado. Seguidamente se retiró la CTxB no unida lavando con 
PBS a 4ºC y las células se fijaron con PFA al 1% 10 minutos a 4ºC.  
Para la medida de la cantidad de actina-F las células se mantuvieron en suspensión 
durante una hora, se fijaron, permeabilizaron y tiñeron con faloidina-Alexa-647. 
Para la medida de la viabilidad celular las células se mantuvieron en suspensión durante 
una hora y se incubaron con yoduro de propidio.  
El tamaño de las poblaciones celulares se analizó en células vivas. 
Figura 13: Ejemplo demostrativo de la cuantificación de la señal de CTxB en la membrana 
plasmática. Se dibujó el contorno externo (A) e interno (B) de la membrana plasmática. Se calculó la 
intensidad de señal en el canal rojo (CTxB) para cada máscara. Se restó la señal de B a la señal de A 
generando la señal contenida en la membrana plasmática (C). La señal C se dividió entre la señal A para 
obtener la señal de CTxB en membrana plasmática respecto a la señal total en la célula. 
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3.13. Ensayos de video-microscopía  
Video-microscopía de fluorescencia confocal: el estado de suspensión celular se 
simuló manteniendo las células en una solución diluída de tripsina y EDTA durante 70 minutos. 
La secuencia de imágenes se adquirió con un microscopio confocal Leica TCS SP5, usando el 
objetivo de inmersión en aceite de 63 x/1.4 y una excitación de 488nm. Cada 2 minutos se 
adquirieron 15 imágenes del campo correspondientes a 15 planos z diferentes. Para validar este 
método de suspensión se analizó la correcta recuperación de la adhesión así como el reciclaje de 
la Cav1-GFP tras la restauración de las condiciones de adhesión en placas de 24 pocillos, sobre 
cubreobjetos tapizados con fibronectina (5 µg/ml) (Figura 14), y la viabilidad celular estimada 
como el % de células que incorporan ioduro de propidio analizado por citometría de flujo. 
 
 
Video-microscopía TIRF: la secuencia de imágenes se adquirió con un microscopio 
Leica AM TIRF MC (TIRF) usando el objetivo de inmersión en aceite 100x/1.4, una excitación de 
488nm y un campo de evanescencia con una profundidad de penetración nominal de 90 nm. La 
imágenes fueron adquiridas con una cámara ANDOR iXon CCD cada 85 o 300ms. 
3.14. Análisis del tamaño y movimiento de vesículas de Cav1-GFP en películas de 
TIRF 
Las vesículas fueron identificadas automáticamente usando Cellprofiler 
http://www.cellprofiler.org/ (Carpenter y col., 2006). Para identificar las vesículas se limitó el 
tamaño del objeto a un diámetro de 1-9 pixeles. Se usó una mezcla interna de algoritmos 
Gausianos para asignar un mismo umbral de tamaño a todas las imágenes, asumiendo que el 
0.01% de la imagen está ocupada por vesículas. Luego se aplicó un factor de corrección de 
umbral de 1.4 (Figura 15). 
Figura 14: Las células mantenidas con una 
solución diluída de tripsina y EDTA 
internalizan Cav1-GFP y la reciclan tras la 
recuperación de la adhesión en FN. (A) Célula 
HeLa-Ca1-GPF con Cav1-GFP internalizada 
(asteriscos) tras mantrenerse 60 min en una 
solución de tripsina y EDTA. (B) Células HeLa-
Cav1-GFP con recuperación de la distribución 
habitual de Cav1 tras la recuperación de la 
adhesión en FN. 
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Para la determinación de los cambios dinámicos de las vesículas de Cav1-GFP durante largos 
periodos de tiempo (2-4 minutos) se usó el módulo Delta-F-up de Image J para sustraer de cada 
imagen de la secuencia, la previa. Seguidamente se creó la proyección máxima en Z de las 
secuencias sustraídas, luego se aplicó el umbral automático y se generó una máscara. Finalmente 
se calculó el área de la señal ocupada por esta máscara y se usó como un estimador de los 
cambios dinámicos de las vesículas (apariciones y desapariciones en el plano z, fusiones y 
fisiones y movimiento lateral) (Figura 16). 
 
 
 
 
 
3.15. Análisis de trayectorias de vesículas de Cav1-GFP con alta resolución espacio-
temporal 
El movimiento lateral de las vesículas de Cav1-GFP próximas a la membrana plasmática 
se monitorizó mediante la adquisición de secuencias de imágenes TIRF (1500 imágenes cada 85 
ms) y el subsiguiente análisis usando un software específico desarrollado y proporcionado por el 
Dr. Christian Hellriegel (Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares. Madrid, España) 
(Hellriegel, 2005). En una secuencia típica (proporcionada como película) las vesículas aparecen 
Figura 16: Ejemplo demostrativo de la cuantificación de cambios totales en películas de TIRFm. Se 
procesaron las imágenes usando el módulo DeltaF-up de Image J. Luego se cuantificó el área total de la 
máscara del umbral de la proyección Z de la secuencia de imágenes procesadas con el módulo DeltaF-up 
de Image J. 
Figura 15: Ejemplo demostrativo de 
la segmentación automática de 
vesículas de Cav1. Las vesículas de 
Cav1-GFP (imagen izquierda) se 
segmentaron automáticamente 
(imagen derecha). 
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como puntos de intensidad variable, separados unos de otros por pocos µm. Esta separación es 
suficiente para marcar la posición de cada vesícula con una precisión de 20 a 50 nm 
(dependiendo de la proporción señal/fondo), la cual está bastante por debajo del límite de 
resolución óptico de 300 nm. El centro, la amplitud, la anchura y la posición de cada partícula 
fueron seguidos durante toda la secuencia de imágenes de manera automática. Algunas vesículas 
(10-15%) fueron excluidas del análisis porque desaparecían rápidamente del plano de 
observación o porque se situaban en una región borrosa de forma que no se podía asignar su 
posición exacta. Para cuantificar el comportamiento de anclaje se definió un evento de anclaje 
como una situación en la cual la vesícula permanece inmóvil dentro de una posición precisa (30 
nm de media) en una escala de tiempo de segundos. En una escala de tiempo menor de 1 s no se 
puedo distinguir entre un enredo localizado y un evento de anclaje real. En escalas de tiempo 
mayores (más de 10 s), no pudimos distinguir el movimiento vesicular de los efectos del 
movimiento celular. Por tanto, se eligió el tiempo intermedio de 4.7 s, que se corresponde con 50 
fotogramas consecutivos. De esta forma, cada trayectoria (de entre 500 y 1000 fotogramas) se 
escaneó en segmentos de 50 fotogramas. Se aginó como evento positivo de anclaje aquellos 
segmentos que permanecieron dentro de un círculo de 30 nm de radio durante este intervalo. Para 
evitar contar más de una vez un mismo evento cuya duración fuese mayor que 50 fotogramas, se 
introdujo la condición de que cada nuevo evento de anclaje debía estar separado del anterior por, 
al menos, 5 fotogramas. De este análisis se obtuvo el número total de eventos en todas las 
trayectorias, el número total de trayectorias con un mínimo de un evento y el número total de 
eventos por trayectoria. En un experimento típico se obtuvieron las trayectorias de alrededor 30 
vesículas por célula de un total de 5 células por cada uno de los experimentos. Para asegurar la 
reproducibilidad, los experimentos se repitieron en preparaciones independientes. 
3.16. Inhibición de la actividad o correcto funcionamiento de proteínas celulares 
Para la inhibición de la actividad de proteínas celulares se hizo un pretratamiento en 
adhesión durante 30 minutos. El tratamiento continuó luego durante todo el tiempo de 
suspensión. La concentracionrd finales fueron de 10 µM para CytD, Noc, LatA, H-89, Ro-31-
8220 y de 5 µM para Gö-6976. 
3.17. Extracción de ARN, reacción de reversotranscripción y PCR cuantitativa 
El ARN total se extrajo con Absolutely ARN kit (Stratagene), el ADN complementario se 
obtuvo a partir de 1 µg de ARN total usando Omniscript RT kit (Qiagen). La PCR cuantitativa se 
realizó en el Sequence Detection Systems ABI 7000 (Applied Biosystems) usando SYBR Green kit 
(Roche Diagnostics GmbH) y las parejas de cebadores específicos (Tabla V). La temperatura de 
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anillamiento usada fue de 62º C y la fluorescencia fue medida al final de cada ciclo de 
elongación. Tras la amplificación, los productos de PCR fueron confirmados por el análisis de la 
curva de disociación. El análisis de los resultados obtenidos se realizó con el programa qBase 
plus 1.0. 
 
Nombre del gen Oligonucleótido de ADN 
Arp3 GCGATATGCAGTTTGGTTTGG 
Arp3 TTTGGTGTGGCATACTTGGTAGA 
Cav1 GATCAGTGGGCCTCCAAGG 
Cav1 GCTCACACAATGGCCTCCAT 
P21Arc AAAGAAATGTATACGCTGGGAATCA 
P21Arc GTTTGGCATAAATTGCGTTAAGTG 
GAPDH ATCACCATCTTCCAGGAGCG 
GAPDH CCTGCAAATGAGCCCCAG 
β-actin CACCTTCCAGCAGATGTCGA 
β-actin AGCATTTGCGGTGGACGATGG 
3.18. Análisis estadístico 
La estadística de todos los datos fue estimada mediante la prueba t de Student, utilizando 
GraphPad para este análisis. Los resultados fueron considerados significativos con un valor 
p≤0.05. Valores de P<0.05 se marcaron con “*”, valores de P<0.01 se marcaron con “**” y 
valores de P<0.005 se marcaron con “***”. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla IV: Oligonucleótidos de ADN usados para qPCR. 
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4.1. Validación del sistema celular HeLa-Cav1-GFP para el estudio de la 
internalización de caveolas tras la pérdida de adhesión celular 
4.1.1. Cav1-GFP se internaliza tras la pérdida de adhesión celular y se recicla tras la 
recuperación de la adhesión 
Trabajos previos del laboratorio demostraron que la Cav1 se internaliza rápidamente tras la 
pérdida de adhesión celular (del Pozo y col., 2004; del Pozo y col., 2005) y se acumula en un 
compartimento perinuclear aún no caracterizado. Para confirmar que la acumulación perinuclear 
de Cav1 ocurre como consecuencia de un proceso activo de internalización, descartando que se 
deba a un proceso pasivo resultante de un bloqueo de la exocitosis, se analizó el tráfico de Cav1 
tras la pérdida de adhesión celular usando video-microscopía. Este abordaje permitió monitorizar 
el movimiento de la Cav1 marcada con GFP desde la MP hacia el compartimento perinuclear en 
células HeLa en suspensión (Figura 17A y video-microscopía 1). La identificación de este 
compartimento intracelular se llevó a cabo realizando inmunofluorescencias de las células con 
anticuerpos específicos de marcadores de distintos compartimentos celulares: antígeno 1 de 
endosoma temprano (EEA-1, endosomas tempranos), GM130 (aparato de Golgi), pericentrina 
(centro organizador de microtúbulos-MTOC) y Rab11 (endosomas de reciclaje-ER). Para 
calcular el grado de colocalización entre la Cav1-GFP internalizada y cada marcador se usó el 
cociente de colocalización (CR), y para comparar los perfiles de intensidad de la señal de GFP y 
de cada marcador se dibujó una línea recta sobre el diámetro de la célula atravesando la 
acumulación de Cav1-GFP (Figura 17B). Cav1-GFP y EEA-1 mostraron perfiles de intensidad 
muy diferentes y poca colocalización (CR = 0.07±0.02) (Figura 17B). Con GM130 y pericentrina 
también se obtuvieron CRs bajos (0.26±0.1 y 0.35±0.06) así como perfiles de intensidad muy 
diferentes a los de la Cav1-GFP (Figura 17B). Por el contrario, la tinción de Rab11 solapó 
significativamente con la acumulación interna de Cav1-GFP (CR = 0.7±0.08). Además, ambos 
canales mostraron perfiles de intensidad muy similares (Figura 17B), sugiriendo que el ER es el 
compartimento donde se acumula la Cav1-GFP en suspensión. 
Para averiguar si esta colocalización entre Cav1 y Rab11 es constitutiva o si, por el 
contrario, se induce tras la pérdida de adhesión celular, se analizó la localización de ambas 
proteínas, en este caso Cav1 endógena y Rab11-GFP sobreexpresada, en células en adhesión y a 
distintos tiempos de suspensión. La colocalización entre los dos marcadores fue muy baja en 
células adherentes, mientras que incrementó progresivamente durante la suspensión (Figura 
17C). Estos datos indican que, en condiciones no adherentes, la célula internaliza la Cav1 de 
forma activa hasta acumularla en un compartimento endosomal de reciclaje. 
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Figura 17: Cav1-GFP se internaliza en un endosoma de reciclaje tras la pérdida de adhesión celular. 
(A) Fotogramas seleccionados de una videomicroscopía de células HeLa-Cav1-GFP en suspensión. Las 
cabezas de flecha señalan una vesícula que se mueve desde la periferia hasta el interior celular. Barra, 
10 µm. (B) La acumulación perinuclear de Cav1-GFP colocaliza con Rab11. Las células se mantuvieron en 
suspensión durante 60 min., se fijaron y se incubaron con anticuerpos contra marcadores de compartimentos 
celulares. Se indica el cociente de colocalización (CR) entre la Cav1-GFP y cada compartimento teñido. Las 
gráficas muestran los perfiles de intensidad de fluorescencia para los marcadores de compartimento y para 
la Cav1-GFP a través del diámetro celular atravesando la acumulación intracelular de Cav1-GFP. Los CR y 
los perfiles de intensidad se calcularon con el LAS AF. Barra, 5 µm. (C) La colocalización entre Cav1 y 
Rab11 ocurre a tiempos largos de suspensión. Las células HeLa se transfectaron de forma transitoria con 
Rab11-GFP y se mantuvieron adherentes o a distintos tiempos de suspensión. Seguidamente, las células se 
fijaron y se realizó inmunofluorescencia para detectar la Cav1 endógena. 
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Para comprobar que el compartimento donde se acumula la Cav1 en suspensión es, en 
efecto, un compartimento de reciclaje se analizó el reciclaje de la Cav1. Para ello se analizó la 
localización de Cav1-GFP en células que volviero a recuperar la adhesión sobre fibronectina tras 
haberlas mantenido dos horas en suspensión (Figura 18). Se probaron distintos tiempos de 
recuperación de adhesión para estudiar la cinética de reciclaje. Con esta aproximación 
experimental se observó una disminución del porcentaje de células con acumulación perinuclear 
de Cav1-GFP directamente proporcional al tiempo de recuperación de adhesión entre los tiempos 
1 y 5 horas. Entre las 5 y 6 horas de recuperación de adhesión se encontró un marcado punto de 
inflexión en el porcentaje de células con Cav1 en distribución perinuclear. A partir de este punto, 
las células pasaron de estar redondeadas y con la mayoría de la Cav1-GFP en la periferia celular, 
a estar extendidas y con la Cav1-GFP localizada por toda la célula, incluyendo la región 
perinuclear. Estos resultados sugieren que en condiciones basales de adhesión la Cav1 se 
encuentra en un estado estacionario entre la internalización total (endosoma de reciclaje) y la 
exocitosis total (membrana plasmática), y que este estado estacionario se ve alterado hacia la 
primera condición en suspensión y hacia la segunda tras 5 horas de recuperación de adhesión o 
estimulación de las integrinas con fibronectina (Figura 18). Esta dinámica coincide con la descrita 
para los CEMM (del Pozo y col., 2005).  
 
 
 
Figura 18: La Cav1-GFP sale del endosoma de 
reciclaje para dirigirse a la membrana 
plasmática tras recuperación de adhesión. (A) 
Las células HeLa-Cav1-GFP se mantuvieron en 
suspensión durante 2 horas, luego se depositaron 
sobre FN (5µg/µl) durante distintos tiempos y se 
fijaron. (B) Cuantificación de imágenes obtenidas 
en 2 experimentos como el mostrado en el panel 
“A”. 
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4.1.2. Alteración de la internalización de Cav1-GFP en células HeLa tras el 
tratamiento con controles positivos 
Para abordar el primer objetivo de esta Tesis, “identificar proteínas implicadas en la 
regulación de la internalización de caveolas mediada por pérdida de adhesión”, se usaron las 
células HeLa-Cav1-GFP. Con el fin de comprobar si estas células constituían un buen sistema 
experimental para el estudio de la internalización de caveolas, se analizó, a través de tres 
aproximaciones distintas, el efecto de distintos controles positivos sobre la localización de la 
Cav1-GFP en suspensión. Estas aproximaciones fueron: 1) el uso de reactivos químicos o toxinas 
que afectan la función de determinadas proteínas; 2) la sobreexpresión de proteínas mutantes que 
actúan como dominantes negativos mediante la transfección de vectores de expresión; y 3) la 
degradación de ARNm codificantes para diversas proteínas mediante ARN de interferencia 
(ARNi). Como estimador de la internalización se usó la presencia de acumulación perinuclear de 
Cav1-GFP, tal y como se explica en el apartado de Materiales y Métodos. 
Dado que el citoesqueleto desempeña un papel muy importante en la endocitosis de 
caveolas (Doherty y McMahon, 2009; Parton y col., 1994; Pelkmans y Helenius, 2002), se usaron 
como controles positivos del primer abordaje, dos compuestos que actúan sobre la estabilidad de 
los dos principales componentes del citoesqueleto, los filamentos de actina y los microtubulos, 
cuyo estado de polimerización se ve afectada por la CytD (Brown y Spudich, 1979) y el Noc 
(Sentein, 1979) respectivamente. Tras el tratamiento de las células HeLa-Cav1-GFP con estos 
compuestos, de forma separada o conjunta, se observó un bloqueo total de la internalización de 
Cav1-GFP (Figura 19A). Ésta presentó una distribución periférica muy próxima a la MP tras el 
tratamiento con CytD y en un anillo interno, entre la periferia celular y la nuclear, en el caso del 
tratamiento con Noc (Figura 19A). Tras el tratamiento conjunto con CytD y Noc, Cav1 presentó 
la misma localización que tras el tratamiento con CytD exclusivamente (Figura 19A), sugiriendo 
que ambas estructuras citoesqueléticas participan en momentos diferentes de la misma ruta 
endocítica y que el papel de la actina ocurre antes que el de los microtúbulos.  
Dinamina-2 (Dyn2), proteína con actividad GTPasa implicada en la fisión de las vesículas 
de clatrina desde la membrana plasmática, también ha sido identificada como un regulador de la 
internalización de CEMMs y de caveolas (Doherty y McMahon, 2009). Por este motivo, se usó 
una forma mutada de Dyn2 que actúa como dominante negativo (Dyn2K44A) (del Pozo y col., 
2005) a modo de control positivo para la sobreexpresión de proteínas. Con este tratamiento se 
observó nuevamente una disminución en el número de células con la acumulación perinuclear de 
Cav1-GFP (Figura 19B). Para el tercer abordaje se usó también un tratamiento basado en la 
inhibición de Dyn2, pero en este caso un ARNi específico contra Dyn2. Al igual que con los 
controles positivos anteriores, en este caso también se observó una reducción en la cantidad de 
células con acumulación perinuclear de Cav1-GFP (Figura 19C). 
 50 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Por tanto, estos experimentos demuestran que las células HeLa-Cav1-GFP constituyen un 
sistema válido para el estudio de la internalización estimulada por la pérdida de adhesión celular 
al sustrato. Se decidió así usar este sistema celular para el abordaje de silenciamiento con el que 
se persiguió la consecución del primer objetivo. Asimismo, estos tres abordajes fueron usados a 
lo largo del desarrollo experimental de esta Tesis para la consecución de los objetivos 2 y 3. 
Figura 19: La internalización de Cav1-GFP en células HeLa es sensible al tratamiento con controles 
positivos para distintos abordajes. (A) Las células HeLa-Cav1-GFP se mantuvieron en suspensión en 
presencia de CytD (5µM), Noc (5µM) o ambos (2,5 µM + 2,5 µM). Para el control negativo se usó un 
volumen equivalente de DMSO. (B) Las células HeLa-Cav1-GFP se trasnfectaron con la forma mutada de 
Dyn2 que actúa como dominante negativo (Dyn2-K44A) o con un plásmido control, y se mantuvieron en 
suspensión a las 48 horas de la transfección. Se muestra el WB de la sobreexpresión de la construcción 
mutante y la gráfica de la cuantificación de las células con Cav1-GFP perinuclear. ***p<0.0001. (C) Las 
células HeLa-Cav1-GFP se trasnfectaron con ARNi de Dyn2 o control y se mantuvieron en suspensión a 
las 48 horas de la transfección. Se muestra el WB del silenciamiento de Dyn2 y la gráfica de la 
cuantificación de las células con Cav1-GFP perinuclear. **p=0.002. En todos los casos las células se 
mantuvieron en suspensión durante 1h, luego se fijaron y se analizó la localización de Cav1-GFP por 
microscopía de fluorescencia. Los datos de los histogramas se corresponden con las medias ± s.e.m. 
Prueba t de Student Todos los tratamientos produjeron el bloqueo de la internalización. 
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4.2. Identificación de reguladores de la internalización de Cav1 
mediante abordajes de silenciamiento de proteínas candidatas 
Una vez comprobada la validez del sistema celular de HeLa-Cav1-GFP para el estudio de 
la internalización de Cav1 se dio paso a los experimentos necesarios para abordar el primer 
objetivo de esta Tesis. Para ello se analizaron distintas proteínas candidatas mediante un abordaje 
de ARNi. La selección de estas proteínas candidatas se fundamentó en datos publicados sobre la 
dinámica de caveolas, sobre su estrecho vínculo con el citoesqueleto de actina o sobre la 
regulación de otras rutas de internalización. Dado que los oligonucleótidos de ARNi 
ocasionalmente presentan efectos inespecíficos (off-target), al unirse a dianas inespecíficas 
(Saxena y col., 2003), se usó más de una secuencia en la mayoría de los casos. Se probó, también, 
en la mayoría de los casos, dosis decrecientes de los ARNi, para minimizar la aparición de efectos 
inespecíficos. 
4.2.1. Estudio de la implicación de proteínas relacionadas con la adhesión celular: 
integrina-β3, talina-1, FLNa y FLNb 
Puesto que el proceso de internalización de Cav1 está condicionado por la adhesión celular 
al sustrato, se decidió estudiar el papel que desempeñan en el mismo las principales moléculas de 
adhesión a la matriz extracelular, las integrinas. Concretamente, se estudió el efecto en la 
internalización de Cav1 al silenciar una de las 8 subunidades de integrinas-β, la subunidad β3 
(ITGβ3) que interacciona con las cadenas αV y αIIb para unirse a la fibronectina y fibrinógeno, 
entre otros ligandos, de la matriz extracelular (Takagi, 2007). Las dos secuencias de ARNi usadas 
para silenciar ITGβ3 bloquearon la internalización de Cav1-GFP. Sin embargo, una de las 
secuencias (ITGβ3#1) no produjo la reducción en los niveles proteicos, sugiriendo que el fenotipo 
observado tras la transfección de este oligonucleótido se debió a un efecto inespecífico 
(Figura 20A). Por el contrario, cuando se silenció la subunidad β1, que también une fibronectina 
cuando interacciona con la cadena α5 (Takagi, 2007), no se observaron efectos sobre la 
internalización (datos no mostrados), sugiriendo que la ITGβ3 cumple funciones específicas 
sobre la internalización de caveolas. 
Otras proteínas analizadas a través de este abordaje fueron la talina-1 y las isoformas A y B 
de FLNa. La talina-1 interacciona con las integrinas para regular la adhesión a la matriz 
extracelular. Además desempeña un papel muy importante en el ensamblaje de los filamentos de 
actina y en la migración (Moser y col., 2009). Las filaminas constituyen una de las familias más 
importante de proteínas que entrecruzan filamentos de actina e interaccionan con las integrinas, 
entre otros receptores de membrana (Stossel y col., 2001). 
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En el caso de talina-1, ambos ARNi produjeron tanto el silenciamiento de la proteína como 
el bloqueo de la internalización de Cav1-GFP (Figura 20B) sugiriendo su implicación en el 
proceso. En el caso de las filaminas, se observó el bloqueo de la internalización de Cav1-GFP y el 
silenciamiento de las proteínas diana con los cuatro ARNi para FLNa y los dos para FLNb 
(Figura 20C,D). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 20: Efecto de ITGβ3, talina 1, FLNa y FLNb sobre la internalización de Cav1-GFP. (A) Las 
células HeLa-Cav1-GFP se transfectaron con ARNi diferentes de ITGβ3 y se mantuvieron en suspensión a 
las 48 horas de la transfección. Se muestra el WB del silenciamiento de ITGβ3 y la gráfica de la 
cuantificación de las células con Cav1-GFP perinuclear. ***p=0.0007 (ITGβ3#1, n=4) y **p=0.006 
(ITGβ3#2, n=2). (B) Mismos experimentos que en “A” usando talina 1 como proteína diana. *p=0.0404 
(talina-1#1, n=4) y P=0.0718 (talina-1#2, n=2). (C) Mismos experimentos que en “A” y “B” usando 
FLNa como proteína diana. *p=0.0254 (FLNa#1, n=3), *p=0.0345 (FLNa#2, n=3), *p=0.0478 (FLNa#3, 
n=3) y *p=0.0476 (FLNa#4, n=3). (D) Mismos experimentos que en “A”, “B” y “C” usando FLNb como 
proteína diana. **p=0.0082 (FLNb#1, n=2) y *p=0.0112 (FLNb#2, n=2). Las células se mantuvieron en 
suspensión durante 1h, luego se fijaron y se analizó la localización de Cav1-GFP por microscopía de 
fluorescencia. Los datos de los histogramas se corresponden con las medias ± s.e.m. Prueba t de Student.  
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4.2.2. Estudio de la implicación de proteínas reguladoras de la polimerización de 
actina: WASP, CTTN, formina-1, mDia1, mDia2, Arp2/3 y Abi1/2 
Dado que la biología de las caveolas está estrechamente ligada a la de la actina (Kanzaki y 
Pessin, 2002; Rothberg y col., 1992; Stahlhut y van Deurs, 2000) y que la actina desempeña un 
papel crucial en varias vías de endocitosis, incluída la mediada por caveolas (Doherty y 
McMahon, 2009), se estudió la relevancia en este proceso de proteínas reguladoras del 
citoesqueleto de actina, en concrto de aquéllas implicadas en el crecimiento de los 
microfilamentos. Las proteínas analizadas fueron N-WASP, factor promotor de la nucleación que 
activa al complejo Arp2/3 para comenzar la polimerización de actina formando ramificaciones 
(Lee y Domínguez, 2010; Takenawa y Suetsugu, 2007), la cortactina, que también potencia la 
actividad del complejo Arp2/3 (Cosen-Binker y Kapus, 2006), varios miembros de la familia de 
las forminas (formina-1, mDia1 y mDia2) que estimulan la polimerización lineal de 
microfilamentos, las subunidades p21Arc (Arpc3) y Arp3 (Actr3) del complejo Arp2/3 y las 
proteínas Abi1 y Abi2 que forman parte del complejo WAVE (Lee y Domínguez, 2010). 
Las tres secuencias utilizadas en el caso de N-WASP produjeron el silenciamiento de la 
proteína, aunque con distinta intensidad, pero sólo dos de ellas (N-WASP#1 y N-WASP#2) 
produjeron el bloqueo de la internalización (Figura 21A). El hecho de que las células KO para N-
WASP no presenten defectos en la internalización de Cav1 (dato no mostrado) sugiere que el 
bloqueo de obtenido con los ARNi de N-WASP se deba a efectos inespecíficos de los 
oligonucleótidos. La única secuencia usada en el caso de la CTTN no tuvo efecto en el bloqueo 
de la internalización de Cav1-GFP, a pesar de disminuir los niveles de la proteína (Figura 21B). 
Para el estudio de la implicación de la formina-1 se usó una sola secuencia sin observar un efecto 
en la internalización de Cav1. El ARNi usado contra mDia1 resultó en un silenciamiento 
significativo y un bloqueo de la internalización de Cav1-GFP, al igual que con otros dos ARNi 
cuyos datos no se muestran en este trabajo. Sin embargo, el silenciamiento de mDia2 no tuvo 
efecto alguno (Figura 21). Finalmente, tras el silenciamiento de las subunidades del complejo 
Arp2/3, el cual lo inhabilita funcionalemente, no se observó ningún efecto en la internalización de 
Cav1, al igual que tras el silenciamiento conjunto de las proteínas Abi1 y Abi2 (Figura 21D). 
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4.2.3. Estudio de la implicación de proteínas quinasas: Src, Csk, c-Abl, Arg y PAK1 
La fosforilación de Cav1 en Tyr14 es necesaria para la internalización de caveolas en 
suspensión (del Pozo y col., 2005), por lo que las siguientes proteínas a estudiar fueron las 
tirosina quinasas c-Src, Csk, c-Abl y Arg. Cav1 también puede ser fosforilada en Ser80. Se 
decidió así estudiar la serina quinasa PAK1, que si bien no se ha demostrado que use Cav1-Ser80 
como sustrato ni que esta fosforilación sea necesaria para la internalización de caveolas, sí tiene 
una fuerte conexión con la regulación de la internalización de caveolas al ser un efector de Rac1 
(Parrini y col., 2009). 
Los dos ARNi usados para silenciar Src produjeron un bloqueo parcial de la internalización 
de Cav1-GFP. Sin embargo, ninguno produjo la disminución en los niveles proteicos de Src, por 
lo que los resultados obtenidos se debieron, probablemente, a efectos inespecíficos (Figura 22A). 
La única secuencia probada para inhibir Csk produjo una leve disminución de la internalización 
de Cav1 además de disminuir los niveles celulares de la proteína (Figura 22B). Para el caso de las 
quinasas c-Abl y Arg, se probó el efecto que la inhibición simultánea de ambas proteínas tenía 
sobre la internalización de Cav1-GFP. Para ello se usaron dos combinaciones de 
oligonucleótidos, cada una de las cuales resultó en el bloqueo de la internalización de Cav1-GFP. 
El silenciamiento de c-Abl fue significativo con cualquiera de los ARNi, aunque claramente 
mayor con el primero. El silenciamiento de Arg fue bueno con el primer ARNi mientras que el 
segundo se encuentran aún actualmente en fase de validación (Figura 22C). Respecto a PAK1, se 
usó una única secuencia que redujo tanto la internalización de Cav1-GFP como los niveles 
proteicos (Figura 22D). 
Figura 21: Efecto de N-WASP, CTTN, formina-1, mDia1, mDia2, Arp2/3 y Abi1/2 sobre la 
internalización de Cav1-GFP. (A) Las células HeLa-Cav1-GFP se transfectaron con ARNi de N-WASP 
y se mantuvieron en suspensión tras 48 horas de la transfección. Se muestra el WB del silenciamiento de 
N-WASP y la gráfica de la cuantificación de las células con Cav1-GFP perinuclear. *p=0.0264 (N-
WASP#1, n=2), **p=0.0052 (N-WASP#2, n=4) y p=0.7419 (N-WASP#3, n=4). (B) Mismos 
experimentos que en “A” usando CTTN como proteína diana. p=0.3883 (n=2). (C) Mismos experimentos 
que en “A” y “B” usando mDia1, mDia2 y formina-1 como proteínas diana (de mDia2 y formina-1 sólo 
se muestra la cuantificación). **p=0.0015 (mDia1, n=4), p=0.8775 (mDia2, n=3) y p=0.3669 (formina-1, 
n=3).  (D) Mismos experimentos que en “A”, “B” y “C” usando Abi1+2, Arp3 y p21Arc como proteínas 
diana (no se muestra blot de Arp3). p=0.05 (Abi1+2, n=5), *p=0.0278 (Arp3, n=4) y p=0.0466 (p21Arc, 
n=4). Las células se mantuvieron en suspensión durante 1h, luego se fijaron y se analizó la localización de 
Cav1-GFP por microscopía de fluorescencia. Los datos de los histogramas se corresponden con las medias 
± s.e.m. Prueba t de Student.  
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4.2.4. Estudio de la implicación de proteínas adaptadoras: Grb10 y CrkII  
Otras proteínas que se testaron en el ensayo de internalización fueron las proteínas 
adaptadoras Grb10 y CrkII. Grb10 pertenece a la familia de Grb7, cuya unión a Cav1 es 
dependiente de la fosforilación de ésta en Tyr14 (Cao y col., 2002; Lee y col., 2000). CrkII es una 
proteína intermediaria en la ruta de señalización de las quinasas c-Abl y Arg (Hernandez y col., 
2004) y además está relacionada con la señalización por Rac1 (Henson, 2005), que a su vez está 
regulada por Cav1 (Cerezo y col., 2009). Las dos secuencias usadas para silenciar Grb10 
produjeron un bloqueo parcial de la internalización de Cav1-GFP así como el silenciamiento de la 
proteína (Figura 23A). Para el caso de CrkII, si bien las dos secuencias probadas redujeron los 
niveles de la proteína, aunque con distinta intensidad, sólo una de ellas, correspondiente a la que 
Figura 22: Efecto de Src, Csk, c-Abl, Arg y PAK1 sobre la internalización de Cav1-GFP. (A) Las 
células HeLa-Cav1-GFP se transfectaron con ARNi de Src y se mantuvieron en suspensión a las 48 horas 
de la transfección. Se muestra el WB del silenciamiento de Src y la gráfica de la cuantificación de las 
células con Cav1-GFP perinuclear. *p=0.0273 (Src#1, n=4) y p=0.0579 (Src#2, n=4). (B) Mismos 
experimentos que en “A” pero usando Csk como proteína diana. *p=0.031 (n=4). (C) Mismos 
experimentos que en “A” y “B” usando c-Abl/Arg como proteínas diana. ***p<0.0001 (c-Abl/Arg#1, 
n=4) y ***p=0.0002 (c-Abl/Arg, n=3). (D) Mismos experimentos que en “A”, “B” y “C” usando PAK1 
como proteína diana. ***p=0.0003 (n=3). Las células se mantuvieron en suspensión durante 1h, luego se 
fijaron y se analizó la localización de Cav1-GFP por microscopía de fluorescencia. Los datos de los 
histogramas se corresponden con las medias ± s.e.m. Prueba t de Student. 
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produjo una mayor reducción en los niveles proteicos, resultó en el bloqueo de la internalización 
de Cav1-GFP (Figura 23B).  
 
 
 
 
 
 
 
4.2.5. Estudio de la implicación de proteínas que regulan la curvatura de la MP: 
FBP17 y SDPR 
Por último se estudió la posible participación, en el proceso de internalización de Cav1, de 
proteínas relacionadas con la regulación de la curvatura de la membrana plasmática. Entre éstas 
se testaron FBP17 (formin-binding protein 17) y SDRP. FBP17 es una proteína con dominio 
BAR implicada en la inducción de la curvatura de membrana y en la formación de vesículas 
endocíticas (Kamioka y col., 2004), mientras que SDPR, también llamada cavina-2, participa en 
la formación de caveolas (Hansen y col., 2009; Nabi, 2009). En ambos casos se probó un único 
ARNi dirigido contra las secuencias codificantes de dichas proteínas obteniéndose un bloqueo de 
la internalización de Cav1-GFP (Figura 24A,B). 
Figura 23: Efecto de Grb10 y CrkII sobre la internalización de Cav1-GFP. (A) Las células HeLa-
Cav1-GFP se transfectaron con ARNi de Grb10 y se mantuvieron en suspensión a las 48 horas de la 
transfección. Se muestra el WB del silenciamiento de Grb10 y la gráfica de la cuantificación de las células 
con Cav1-GFP perinuclear. *p=0.0197 (Grb10#1, n=3) y ***p=0.0002 (Grb10#2, n=3). (B) Mismos 
experimentos que en “A” usando CrkII como proteína diana. **p=0.0062 (CrkII#1, n=3) y p=0.0733 
(CrkII#2, n=4). Las células se mantuvieron en suspensión durante 1h, luego se fijaron y se analizó la 
localización de Cav1-GFP por microscopía de fluorescencia. Los datos de los histogramas se corresponden 
con las medias ± s.e.m. Prueba t de Student. 
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En conjunto, estos resultados permiten la identificación de un número importante de 
proteínas potencialmente implicadas en la regulación de la internalización de Cav1 que 
pertenecen a diferentes categorías de proteínas funcionalmente relacionadas con el tráfico 
vesicular. Sin embargo, para aseverar la participación real de cada uno de ellos sería necesario un 
análisis más detallado. Se procedió así, en base a las evidencias descritas en la literatura acerca de 
los diferentes candidatos que dieron resultado positivo, a analizar de forma más exhaustiva las 
proteinas FBP17, la combinación de c-Abl y Arg, y FLNa.  
Figura 24: Efecto de FBP17 y SDPR sobre la internalización de Cav1-GFP. (A) Las células HeLa-
Cav1-GFP se transfectaron con ARNi de FBP17 y se mantuvieron en suspensión tras 48 horas de la 
transfección. Se muestra el WB del silenciamiento de FBP17 y la gráfica de la cuantificación de las células 
con Cav1-GFP perinuclear. ***p=0.0004 (n=4). (B) Mismos experimentos que en “A” usando cavina-2 
como proteína diana. **p=0.0041 (n=3). Las células se mantuvieron en suspensión durante 1h, luego se 
fijaron y se analizó la localización de Cav1-GFP por microscopía de fluorescencia. Los datos de los 
histogramas se corresponden con las medias ± s.e.m. Prueba t de Student. 
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4.3. Validación de la regulación de la internalización de Cav1 por las 
proteínas FBP17, mDia1 y c-Abl/Arg 
4.3.1. Distribución de Cav1 en respuesta a la sobreexpresión de FBP17 
Como se comentó anteriormente, las proteínas con dominio BAR determinan la función, 
localización y tipo de estructura de membrana plasmática (Frost y col., 2008). En el caso de 
FBP17, las estructuras de membranas inducidas consisten en invaginaciones tubulares (Lee y 
Domínguez, 2010). Distintas moléculas de carga, como la transferrina, el factor de crecimiento 
epidérmico y la toxina colérica, colocalizan con las invaginaciones tubulares de FBP17, y que 
estas invaginaciones están implicadas en procesos de internalización mediados por Dyn2, tanto 
dependientes como independientes de clatrina (Kamioka y col., 2004).  
 
 
 
 
 
Puesto que los resultados mostrados en el apartado anterior sugieren que FBP17 está 
regulando la internalización de Cav1, se analizó si ésta pudiera colocalizar con las invaginaciones 
tubulares de membrana inducidas por FBP17. Tras transfectar fibroblastos de ratón con una 
construción FBP17-GFP se analizó la localización de Cav1 endógena por inmunofluorescencia. 
FBP17-GFP se distribuyó en estructuras tubulares, prolongaciones celulares o estructuras en 
anillo, posiblemente correspondientes a túbulos cortados transversalmente por el plano confocal. 
Si bien la distribución de Cav1 en los túbulos longitudinales no fue muy evidente sí se observó 
una clara redistribución de Cav1 en las zonas donde FBP17-GFP se encontraba enriquecida en la 
Figura 25: Distribución de Cav1 endógena en fibroblastos de ratón transfectados con FBP17-GFP. 
Los fibroblastos de ratón se transfectaron con un plásmido de expresión de FBP17-GFP. Transcurridas 48 
horas desde la transfección, las células se fijaron y luego se tiñó la Cav1 endógena cuya distribución se 
analizó por microscopía de fluorescencia. Se muestra la magnificación de una región con un anillo de 
Cav1 y FBP17. 
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proximidad de la membrana plasmática así como una clara colocalización entre ambas estructuras 
en los anillos anteriormente mencionados (Figura 25). 
Esta observación, junto con el efecto observado tras la inhibición de la función de FBP17 
descrita anteriormente (Figura 24A), permite proponer a esta proteína como un potencial 
regulador de las caveolas cuyo estudio sería interesante desarrollar en mayor profundidad. 
4.3.2. Internalización de Cav1 y CTxB en fibroblastos c-Abl/Arg dKO y dRec  
Las siguientes proteínas en las que se centró el estudio fueron las proteínas tirosina 
quinasas no receptoras c-Abl y Arg. En primer lugar, y para confirmar el efecto observado con los 
ARNi, se estudió el efecto de la ausencia de c-Abl y Arg en la internalización de Cav1 en otro 
sistema celular. Para ello, se usaron fibroblastos de ratón deficientes para ambas proteínas, c-Abl 
y Arg (c-Abl/Arg dKO) y de estas mismas células reconstituidas con c-Abl y Arg (c-Abl/Arg 
dRec) (Figura 26A). Tras mantener las células c-Abl/Arg dKO en suspensión durante 2 horas, 
sólo una pequeña proporción de la Cav1 endógena desapareció de la membrana plasmática para 
localizarse en el interior celular, al contrario de lo observado en las células c-Abl/Arg dRec y en 
fibroblastos WT, donde la mayor proporción de caveolina se localizó en el compartimento de 
reciclaje (Figura 26B,C y datos no mostrados).  
Para corroborar este resultado se analizó la entrada de una molécula de carga. La toxina 
colérica se une al gangliósido GM1 y es una de las pocas moléculas carga, identificada hasta el 
momento, que entra vía caveolas (Parton, 1994). Aunque también puede endocitarse por otras 
rutas adicionales (Howes y col., 2010) se ha demostrado que, tras la pérdida de adhesión celular, 
lo hace preferentemente por caveolas (Balasubramanian y col., 2007; del Pozo y col., 2005). Para 
estos experimentos se trabajó con la subunidad B de la toxina colérica (CTxB), que posee la 
capacidad de unirse al receptor pero no de generar toxicidad (Gill, 1976). En los momentos 
iniciales de la suspensión, la CTxB se localizó en la membrana plasmática, pero se fue 
internalizando conforme avanzó el tiempo de suspensión en las células que expresan c-Abl y Arg. 
En consonancia con los resultados presentados anteriormente, tras 90 min. de suspensión, un 80% 
de células c-Abl/Arg dRec presentó CTxB endocitada, en comparación con sólo un 15% en el 
caso de las células c-Abl/Arg dKO (Figuras 26D,E). 
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4.3.3. Rescate de la internalización de Cav1 por mDia1 en las células Abl/Arg dKO 
Para investigar la forma en que c-Abl y Arg regulan la internalización de Cav1 en 
suspensión se exploró la posible existencia de una ruta con la participación de otros efectores de 
c-Abl. Entre éstos se tuvieron en consideración los testados en el apartado 4.2 de esta Tesis. Sin 
embargo, hubo que descartar a CTTN, N-WASP, Abi1+2 y al complejo Arp2/3 debido a que su 
silenciamiento no afectó negativamente la internalización de Cav1 (Figura 21A,B,D). Se decidió 
así centrar el estudio en los reguladores de actina de la familia de las forminas ya que, además, se 
ha observado en D. melanogaster que mutaciones en Diaphanous pueden alterar el fenotipo 
mutante de Abl (Grevengoed y col., 2003). Aunque ni el silenciamiento de mDia2 ni el de 
formina-1 tuvieron efectos significativos en la internalización de Cav1-GFP, sí se observó un 
defecto en la internalización tras el silenciamiento de mDia1 en niveles similares a los observados 
tras el silenciamiento de c-Abl/Arg (Figura 21C,22C). Se exploró así si las proteínas c-Abl, Arg y 
Figura 26: c-Abl y Arg son necesarias para la internalización de Cav1 endógena y de CTxB en 
fibroblastos de ratón. (A) WB de extractos de fibroblastos dRec y dKO. Los WB se incubaron con un 
anticuerpo monoclonal contra c-Abl o con un anticuerpo policlonal contra Arg. La proteína α-tubulina se 
usó como control de carga. (B) Los fibroblastos de ratón dRec y dKO para c-Abl y Arg se mantuvieron en 
suspensión durante 2 horas, se fijaron, permeabilizaron y se tiñó Cav1 endógena. (C) Cuantificación de 
células con Cav1 internalizada. ***p=1x10-5 (n=3). (D) Los fibroblastos de ratón dRec y dKO para c-Abl 
y Arg se incubaron 30’ a 4ºC con CTxB (1µg/ml), tras lavar con PBS se pusieron en suspensión durante 
los tiempos indicados y se fijaron. (E) Cuantificación de células con CTxB internalizada. **p=0.006 
(n=2). Todas las imágenes se analizaron al microscopio de fluorescencia. Los datos de los histogramas se 
corresponden con las medias ± s.e.m. Prueba t de Student. 
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mDia1 estaban regulando el proceso de internalización de caveolas mediante una ruta común. 
Para ello, se estudió si la forma de mDia1 mutada que actúa como dominante constitutivamente 
activo (mDia1∆N3) (ver Materiales y Métodos) era capaz de restaurar la internalización en los 
fibroblastos c-Abl/Arg dKO. Estas células se infectaron con retrovirus de forma que expresasen el 
mutante mDia1∆N3 de forma estable (Figura 27A) y se mantuvieron 1 hora en suspensión. De 
acuerdo con la hipótesis planteada, aproximadamente el 80% de células c-Abl/Arg dKO 
infectadas con mDia1∆N3 presentó internalización de Cav1 endógena (Figuras 27B,C), de forma 
similar al nivel de internalización observado en las células c-Abl/Arg dRec (Figura 26C). En 
cambio, la internalización de Cav1 en las células infectadas con el plásmido control fue similar al 
mostrado por las células c-Abl/Arg dKO (Figura 27B,C). Se observó también que un ~20% de 
células expresando mDia1∆N3 mostraron internalización de Cav1 inmediatamente tras la pérdida 
de adhesión celular, sugiriendo que una fracción de Cav1 ya estaba internalizada desde el mismo 
momento en que la células se levantó del sustrato. 
Estos resultados sugieren que mDia1 participaría en la misma ruta de c-Abl/Arg durante la 
internalización de caveolas inducida por la pérdida de adhesión al sustrato, posiblemente 
actuando río abajo (downstream) de éstas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 27: La forma activa de mDia1 rescata el defecto en la internalización en 
células c-Abl/Arg dKO. (A) Western blots de extractos de fibroblastos dKO infectados 
con plásmido control o con flag-mDia1∆N3. Los WB se incubaron con un anticuerpo 
monoclonal contra Flag y con un anticuerpo policlonal contra Cav1. La proteína γ-
tubulina se usó como control de carga. (B) Los fibroblastos de ratón c-Abl /Arg dKO se 
infectaron con retrovirus conteniendo el mutante activado Flag-mDia1∆N3 o retrovirus 
control. Las células infectadas se pusieron en suspensión durante 0.25 o 60 min. y, tras 
fijarlas, se tiñó la Cav1 endógena. Barra, 10 µm. (C) Cuantificación de células con Cav1 
internalizada en células infectadas con el control y con el Flag-mDia1∆N3. *p=0.002 
(n=4). Todas las imágenes se analizaron al microscopio de fluorescencia. Los datos se 
corresponden con las medias ± s.e.m. Prueba t de Student. 
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4.4. Regulación de la internalización de Cav1 por las proteínas FLNa y 
PKCα 
4.4.1. FLNa y FLNb regulan conjuntamente la internalización de Cav1 
Las últimas proteínas en las que se centró este estudio, a partir de los resultados obtenidos 
con el abordaje de silenciamiento de proteínas candidatas, fueron las filaminas. Para estudiar si 
ambas isoformas regulan el proceso de internalización de forma conjunta o independiente se 
repitieron los experimentos de internalización induciendo el silenciamiento de dichas isoformas 
de forma individual o conjunta. S observó que el silenciamiento independiente de cada una de 
estas proteínas no tuvo efecto sobre los niveles de expresión de la otra (Figura 28A). Sin 
embargo, el bloqueo de la internalización de Cav1-GFP no se incrementó tras el silenciamiento 
de ambas a la vez (Figura 28B,C). Estos resultados permiten postular que FLNa y FLNb trabajan 
de forma coordinada para la correcta regulación del proceso, o bien que ambas isoformas forman 
un complejo de manera que en ausencia de una de ellas, el complejo no funciona correctamente. 
 
 
  
 
 
 
 
Figura 28: FLNa y FLNb regulan la internalización de Cav1. (A) El silenciamiento 
de FLNa o FLNb no alteraró los niveles de expresión de forma recíproca. WB de 
extractos de células HeLa transfectadas con los ARNi de FLNa o FLNb de forma 
independiente o conjunta. La proteína γ-tubulina se usó como control de carga. (B) 
Cuantificación de células mostrando Cav1-GFP internalizada tras 1 h de suspensión. 
***p<0.0001 (ARNi control vs ARNi FLNa), ***p<0.0001 (ARNi control vs ARNi 
FLNb) y **p=0.0036 (siRNA FLNa vs siRNA FLNb), (n=3). Los datos se 
corresponden con las medias ± s.e.m. Prueba t de Student. (C) El silenciamiento de 
FLNa y FLNb de forma independiente o conjunta resultó en la reducción de la 
internalización de Cav1-GFP en niveles similares. Las células HeLa-Cav1-GFP se 
transfectaron con los ARNi indicados (FLNa, FLNb o control). Se realizó el ensayo de 
suspensión tras 48 y se monitorizó la localización de Cav1-GFP a los 60 min. Barra, 
7,5 µm.  
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Para confirmar el efecto de las filaminas en la internalización de caveolas, se analizó la 
localización de Cav1 tras la pérdida de adhesión al sustrato en células de melanoma deficientes en 
FLNa y FLNb (M2), así como en estas mismas células reconstituidas con FLNa (A7) y que 
recobraron la expresión de FLNb. Estos dos tipos celulares se han establecido como un modelo de 
estudio de procesos regulados por FLNa ampliamente aceptado en la literatura (Cunningham y 
col., 1992). De forma interesante, el análisis de los niveles de proteína y de ARNm de Cav1 
endógena en estas células mostró que las células M2 no presentaban niveles detectables de Cav1 
ni de Cav2 endógenas aunque se desconocen las causas que subyacen a este defecto. Sin 
embargo, dado que en las células HeLa no se observó una regulación en los niveles de FLNb o 
Cav2 tras el silenciamiento de FLNa, no se profundizó en el estudio de esta regulación (Figura 
28A y 29). 
 
 
 
 
 
 
 
Debido a la ausencia de Cav1 en estas células fue necesaria la expresión exógena de Cav1 
para poder estudiar el tráfico de Cav1 en este sistema modelo. Para ello, se introdujo una 
construcción de Cav1-Flag que se expresó a niveles similares en ambas líneas celulares 
(Figura 30A). De esta forma se pudo comparar el comportamiento de las proteínas exógenas tanto 
en presencia como en ausencia de FLN. Inmediatamente tras la pérdida de adhesión de las células 
A7-Cav1-Flag (0.25 min) la Cav1 se localizó en su mayoría en la periferia celular, próxima a la 
Figura 29: Las células de melanoma deficientes en FLNa carecen de FLNb, Cav1 y 
Cav2. (A) WB de extractos de células de melanoma M2 y A7 para detectar los niveles 
de FLNa y Cav1. (B) qPCR para detectar los niveles estacionarios de ARNm de Cav1 en 
las células A7 y M2, (n=4). Los datos se corresponden con las medias ± s.e.m. Prueba t 
de Student. (C) WB de extractos de células de melanoma A7 y M2, y células HeLa 
expresando de forma estable ARNch contra FLNa o contra luciferasa a modo de control. 
Los WB se incubaron con un anticuerpo contra FLNb. (D) WB a partir de los mismos 
extractos que en “C” incubados con un anticuerpo contra Cav2. La proteína γ-tubulina 
se usó como control de carga en los WB. 
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MP, mientras que a tiempos más largos de suspensión (30 y 90 min), se movilizó desde la MP y 
se acumuló en el compartimento perinuclear (Figura 30B,C), de acuerdo con estudios previos en 
otros tipos celulares (del Pozo y col., 2005). Por el contrario, tras 30 y 90 min. de suspensión la 
mayoría de la Cav1 permaneció en la periferia celular de las células M2-Cav1-Flag, que 
mostraron un porcentaje de internalización de un 70% y 50% respectivamente menor en 
comparacion con las células A7-Cav1-Flag a estos mismos tiempos (Figura 30B,C). 
              
 
 
 
 
 
 
Figura 30: FLNa es necesaria para la internalización de Cav1 en las células de melanoma M2 y A7. 
(A) Los WB de extractos de células M2, A7, M2-Cav1-Flag y A7-Cav1-Flag se incubaron con anticuerpos 
contra FLNa, Cav1 y Flag. (B) Las células A7-Cav1-Flag y M2-Cav1-Flag se mantuvieron en suspensión 
durante 0.25, 30 y 90 min. A continuación, se realizó inmunofluorescencia con el anticuerpo de Flag. (C) 
Cuantificación de células mostrando Cav1-Flag perinuclear. ***p= 0.0004 (A7-Cav1-Flag T=0.25 min vs 
A7-Cav1-Flag T=30 min), ***p= 0.0003 (A7-Cav1-Flag T=0.25 min vs A7-Cav1-Flag T=90 min), *p= 
0.0195 (M2-Cav1-Flag T=0.25 min vs M2-Cav1-Flag T=30 min) y **p= 0.0021 (M2-Cav1-Flag T=0.25 
min vs M2-Cav1-Flag T=90 min) (n=3). (D-F) Mismos experimentos que “A-C” usando Cav1-GFP en 
vez de Cav1-Flag. ***p< 0.0001 (A7-Cav1-GFP T=0.25 min vs A7-Cav1-GFP T=30 min), ***p< 0.0001 
(A7-Cav1-GFP T=0.25 min vs A7-Cav1-GFP T=90 min), *p= 0.0102 (M2-Cav1-GFP T=0.25 min vs M2-
Cav1-GFP T=30 min) y **p= 0.005 (M2-Cav1-GFP T=0.25 min vs M2-Cav1-GFP T=90 min) (n=3). La 
proteína γ-tubulina se usó como control de carga. Las cabezas de flecha señalan la acumulación 
perinuclear de Cav1 y las flechas la Cav1 con distribución periférica. Los datos se corresponden con las 
medias ± s.e.m. Prueba t de Student. Barra, 10 µm. 
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Para descartar que el resultado observado pudiese deberse a algún efecto inespecífico 
debido al epítopo fusionado con la proteína, se repitió el mismo procedimiento con Cav1-GFP. 
De igual forma que para el caso de Cav1-Flag, los niveles de expresión fueron similares en ambas 
líneas celulares (Figura 30D), y de nuevo se observó la correcta internalización de Cav1-GFP en 
las células A7 y un defecto significativo en las células M2 (Figura 30E,F). Estos resultados, junto 
con los obtenidos con los ARNi de FLNa y FLNb mostrados en las figuras 18C,D y 28 indican 
que las filaminas regulan la internalización de Cav1.  
Sin embargo, dado que la isoforma A de filamina es la más abundante y ampliamente 
expresada en el adulto (Feng y Walsh, 2004), se decidió centrar el estudio en la FLNa. Por otro 
lado, puesto que hasta el momento en todos los experimentos mostrados se usó Cav1 exógena, se 
decidió validar la implicación de FLNa usando la Cav1 endógena. Para abordar este estudio se 
generó una línea celular que expresaba de forma estable un ARNch contra FLNa (HeLa-ARNch-
FLNa) y otra que expresaba un ARNch contra luciferasa (HeLa-ARNch-Luc) a modo de control. 
Para ello, se infectaron las células HeLa con vectores lentivirales que expresaban estos ARNch. 
Mientras que el silenciamiento de FLNa en este sistema (Figura 31B) no afectó a la expresión de 
FLNb ni de Cav2 (Figura 29C,D), sí bloqueó la translocación de Cav1 endógena al 
compartimento perinuclear tras una hora de suspensión, con la consiguiente retención en la 
periferia celular, en comparación con las células control HeLa-ARNch-Luc (Figura 31A,C). Para 
verificar la localización precisa de la fracción de Cav1 no internalizada en relación con la MP se 
utilizó el plásmido pCS-memb-cherry, codificante para una forma modificada de la proteína 
fluorescente cherry dirigida a la MP (Megason y Fraser, 2003) (ver Materiales y Métodos). En 
consonancia con los resultados presentados hasta el momento, la fracción de Cav1 no 
internalizada se localizó en íntima asociación con la MP. Cabe destacar además que el marcador 
memb-cherry no se internalizó tras la pérdida de adhesión celular, confirmando la especificidad 
del proceso estudiado (Figura 31A). Para estudiar si los defectos observados en la internalización 
de Cav1 en ausencia de FLNa pudieran deberse a una alteración del citoesqueleto de actina 
durante la suspensión, se analizó la distribución y cantidad de actina-F mediante microscopía de 
fluorescencia y FACS respectivamente (Figura 31A,E). No se observaron diferencias 
significativas en estas mediciones entre las células HeLa-ARNch-Luc y ARNch-FLNa (Figura 
31A,E). Asimismo, el análisis de la viabilidad celular, midiendo la incorporación de yoduro de 
propidio por citometría de flujo, tras el tiempo de suspensión tampoco mostró diferencias 
significativas entre ambos tipos celulares (Figura 31D).  
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Estos resultados, junto con los mostrados en las figuras 20C y 28, permitieron concluir que 
los defectos en la internalización de Cav1 en ausencia de FLNa son debidos a una alteración 
específica de este proceso. 
4.4.1.1. FLNa regula la entrada de CTxB y Tfn en suspensión 
La retención de Cav1 en la MP inducida por el defecto en el proceso de internalización en 
ausencia de FLNa sugiere la implicación de esta proteína en las etapas iniciales del proceso. Para 
contrastar esta hipótesis, se analizó la entrada de la CTxB tras la pérdida de adhesión celular en 
presencia o ausencia de FLNa. Para ello, las células HeLa-ARNch-Luc y HeLa-ARNch-FLNa se 
mantuvieron en suspensión durante 30 min. y, transcurrido este tiempo, se incubaron con CTxB a 
fin de detectar la cantidad de GM1 restante en la MP (ver Materiales y Métodos). Tras el análisis 
por FACS se obtuvo que la internalización de GM1 disminuyó significativamente en ausencia de 
FLNa (Figura 32A).  
 
Figura 31: FLNa regula la internalización de Cav1 endógena. (A) Las células HeLa, infectadas con 
ARNch-Luc o ARNch-FLNa se mantuvieron en suspensión y, tras 0.25 ó 60 min., se fijaron. Tras la 
permeabilización se realizó la inmunofluorescencia de Cav1. Las flechas y las cabezas de flecha señalan 
Cav1 localizada en la periferia celular o acumulada en el interior celular, respectivamente. Barra, 5 µm. 
(B) El WB muestra el efecto del ARNch sobre los niveles de FLNa. La proteína γ-tubulina se usó como 
control de carga. (C) La internalización de Cav1 a los 60 min. de suspensión se cuantificó como el % de 
células con Cav1 acumulada en el interior celular. Los datos se corresponden con las medias ± s.e.m. *p= 
0.0262 (n=3). Prueba t de Student. (D) Viabilidad celular en células HeLa-ARNch-Luc y ARNch-FLNa 
tras 60 min. de suspensión midiendo las células que incorporan yoduro de propidio por FACS. (E) Media 
de la intensidad de fluorescencia en células teñidas con faloidina-Alexa-647 tras 60 min. de suspensión 
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Figura 32: FLNa regula la internalización de CTxB. (A) Las células HeLa-ARNch-Luc y ARNch-
FLNa se mantuvieron en suspensión durante 30 min. para permitir la internalización de los dominios de 
MP enriquecidos en GM1. Seguidamente se incubaron con CTxB conjugada con Alexa-647, cuya señal se 
detectó por FACS. ***p= 0.0004 (n=3); (B) Las células HeLa-ARNch-Luc y ARNch-FLNa se incubaron 
con CTxB-647 a 4ºC y luego se mantuvieron en suspensión durante los tiempos indicados. El WGA-488 
se usó como marcador de MP. Barra, 10 µm. (C) Cuantificación de la señal de CTxB en la MP tras 1 hora 
de suspensión, relativizada a la señal total, a partir de imágenes como las de “B” (ver Materiales y 
Métodos). ***p< 0.0001 (ARNch-Luc T=0 min. sv T=5 min.), ***p=0.0001 (ARNch-Luc T=5 min. vs 
T=30 mi.n), **p=0.0014 (shFLNa T=0 min vs T=5 min) y *p=0.0271 (shFLNa T=5 min vs T=30 min). 
(D) Las células M2 y A7 expresando Cav1-Flag se incubaron con CTxB de la misma manera que las 
células de “B” y se mantuvieron en suspensión durante los tiempos indicados. Se contaron las células con 
señal perinuclear de CTxB. ***p< 0.0001 (A7-Cav1-Flag T=0.25 min vs A7-Cav1-Flag T=30) y ***p< 
0.0001 (A7-Cav1-Flag T=0.25 min vs A7-Cav1-Flag T=90); (n=3). (E) FLNa no es necesaria para la 
endocitosis de Tfn en adhesión. Las células HeLa, infectadas con ARNch-Luc o ARNch-FLNa se 
incubaron con Tfn-TxRed durante 15 min. en adhesión. Seguidamente se fijaron y se incubaron con 
anticuerpo contra EEA1. La Tfn se acumuló en el interior celular en ambos casos. Barra, 7.5 µm. Los 
datos de los histogramas se corresponden con las medias ± s.e.m. Prueba t de Student.  
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Por otra parte, se analizó la cinética de internalización de caveolas tras distintos tiempos de 
suspensión utilizando  CTxB  como marcador. En estos experimentos las células se incubaron con 
dicha toxina durante la fase de adhesión y se midieron sus niveles en la MP a distintos tiempos de 
suspensión por inmunofluorescencia (ver Material y Métodos). De esta forma, en las células 
control, la señal de CTxB en la MP disminuyó progresivamente tras la pérdida de adhesión 
celular, debido a su acumulación en el interior de la célula (Figura 32B,C). Además, en 
consonancia con los resultados presentados anteriormente, se observó un retraso significativo en 
el proceso de internalización  de la CTxB en las células HeLa-ARNch-FLNa (Figura 32B,C). 
Estos defectos se observaron también cuando se estudió la endocitosis de CTxB en las células M2 
y A7 utilizando la misma aproximación experimental (Figura 32D).  
Para analizar si el efecto del silenciamiento de FLNa en la internalización de caveolas es 
específico o si, por el contrario, pudiese estar regulando otras vías de entrada independientes de 
Cav1, se midió la endocitosis mediada por clatrina mediante la monitorización de la 
internalización de transferrina (Tfn), ligando clásico para el estudio de esta vía de endocitosis 
(Kumari y col., 2010). Para ello las células HeLa-ARNch-Luc y HeLa-ARNch-FLNa se 
incubaron con Tfn-TxRed durante 15 minutos en adhesión y posteriormente se analizó la 
localización de dicha molécula, observando que la disminución de FLNa no afectó a la 
internalización de Tfn (Figura 32E). Estos resultados sugieren que la FLNa regula 
específicamente los primeros pasos de la entrada de CTxB y, por consiguiente, de la 
internalización de Cav1. 
4.4.2. FLNa regula la distribución de Cav1 sobre las fibras de estrés en adhesión 
Tras la activación de RhoA, las vesículas de Cav1 adoptan una distribución lineal, 
coalineándose con las fibras de actina en pequeñas áreas donde se localiza FLNa (Stahlhut y van 
Deurs, 2000). Para averiguar si FLNa es necesaria para establecer y/o mantener esta distribución, 
se analizaron estas estructuras lineales de Cav1 endógena en células HeLa-ARNch-FLNa en 
adhesión frente a las células control HeLa-ARNch-Luc. En las células control se pudo identificar 
de forma clara, mediante inmunofluorescencia la distribución lineal de Cav1 sobre las fibras de 
actina y FLNa (Figura 33A). Sin embargo, dicha distribución fue menos evidente en las células 
HeLa-ARNch-FLNa, observándose una reducción significativa en la proporción de células que 
presentaron una disposición lineal de Cav1 (Figura 33A,B).  
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Se ha descrito que la supresión de FLNa no afecta de forma dramática a la estructura del 
citoesqueleto de actina ni a la disposición de las fibras de estrés (Baldassarre y col., 2009; Feng y 
col., 2006; Sverdlov y col., 2009). Sin embargo, aunque las células HeLa-ARNch-FLNa, no 
mostraron alteraciones en el citoesqueleto de actina en suspensión (Figura 31A,E), sí se 
observaron diferencias en las fibras de estrés entre las células HeLa-ARNch-Luc y las HeLa-
ARNch-FLNa en condiciones adherentes (Figura 33A). Por tanto, con el fin de descartar un 
posible efecto del silenciamiento de FLNa en la dinámica de actina dependiente de RhoA, se 
sobreexpresó, en las líneas celulares anteriormente empleadas, una forma constitutivamente 
activa de RhoA (RhoA-G14V) (Figura 34A). 
La expressión de RhoA-G14V resultó en el aumento de la distribución de Cav1 endógena 
alineada sobre las fibras de estrés en ambas líneas celulares (no mostrado); sin embargo, la 
cantidad de Cav1 lineal continuó siendo menor en las células sin FNLa (Figura 34B,C), lo que 
indica que las alteraciones en las fibras de estrés no pueden justificar el defecto observado en la 
distribución de Cav1 tras el silenciamiento de FLNa. En consonancia con estas observaciones, la 
sobreexpresión de RhoA-G14V no pudo rescatar el defecto de internalización de Cav1-GFP 
observado en las células HeLa-ARNch-FLNa (Figura 34D,E). 
Figura 33: FLNa regula la distribución de las vesículas de Cav1 alineadas sobre las fibras de estrés. 
(A) Las células HeLa-ARNch-Luc y Hela-ARNch-FLNa se incubaron con anticuerpos contra Cav1 y 
FLNa y con faloidina-Alexa-647. Las cabezas de flecha señalan un grupo de vesículas de Cav1 alineadas 
con un filamento de actina y con la tinción de FLNa en las células control (HeLa-ARNch-Luc). Barra, 10 
µm. (B) Cuantificación de imágenes obtenidas de experimentos como el del panel “A” (ver Materiales y 
Métodos). *p=0.0171 (n=3). Los datos se corresponden con las medias ± s.e.m. Prueba t de Student. u.a.: 
unidades arbitrarias. 
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Figura 34: FLNa regula la distribución de las vesículas de Cav1 alineadas sobre las fibras de estrés. 
(A) WB mostrando los niveles similares de GFP-RhoA-G14V en las células silenciadas y control. La 
proteína γ-tubulina fue usada como control de carga. (B) Las células HeLa-ARNch-Luc y ARNch-FLNa 
se transfectaron con RhoA-G14V para estimular el alineamiento de las vesículas de Cav1 con las fibras de 
actina. Las cabezas de flecha señalan un grupo de vesículas de Cav1 alineadas con un filamento de actina 
y con la tinción de FLNa en las células control. Barra, 10µm (C) Cuantificación de imágenes tratadas 
como en “B” (ver Materiales y Métodos). *p= 0.0231 (n=5). Los datos se corresponden con las medias ± 
s.e.m. Prueba t de Student. u.a.: unidades arbitrarias (D) RhoA-G14V no rescató el defecto en la 
internalización de Cav1-GFP de las células HeLa-ARNch-FLNa. Las imágenes confocales muestran las 
distribución perinuclear de Cav1 en las células HeLa-ARNch-Luc, pero no en las células ARNch-FLNa 
solas o expresando RhoA-G14V. Barra, 7.5 µm. (E) Cuantificación del porcentaje de células mostrando 
Cav1 perinuclear. **p=0.0042 (ARNch-Luc vs ARNch-FLNa) y **p=0.0065 (ARNch-Luc vs ARNch-
FLNa+RhoAG14V); (n=3). Los datos se corresponden con las medias ± s.e.m. Prueba t de Student. 
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Para corroborar que la distribución lineal de Cav1 requiere la participación del 
citoesqueleto de actina, se analizó la distribución de Cav1 endógena en células HeLa silenciadas 
para RhoA (Figura 35A). El silenciamiento de RhoA causó una llamativa alteración del 
citoesqueleto de actina, con una reducción en el número de fibras de estrés y en la distribución 
lineal de Cav1 endógena (Figura 35B,C). Asimismo, el silenciamiento de RhoA resultó en 
defectos en la internalización de Cav1 de las células HeLa-Cav1-GFP en condiciones de pérdida 
de adhesión al sustrato (Figura 35D,E). En conjunto, estos resultados sugieren que podría existir 
una relación entre la distribución lineal y la internalización de Cav1. Los tres oligonucleótidos de 
ARNi contra RhoA usados dieron resultados similares minimizando, por tanto, la probabilidad de 
que el fenotipo se debiese a un efecto inespecífico. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 35: RhoA es necesaria para mantener la distribución lineal de Cav1 y para su endocitosis. 
(A) WB de extractos celulares para analizar el efecto del ARNi sobre los niveles de la proteína diana. (B) 
El silenciamiento de RhoA mediante ARNi reduce la distribución lineal de Cav1 coalineada con las fibras 
de actina. Las células HeLa se transfectaron con ARNi de RhoA o control. Tras 48 horas se fijaron y se 
analizó la distribución lineal de Cav1. Barra, 25µm. (C) Cuantificación de la distribución lineal de Cav1 
(ver Materiales y Métodos) ***p= 0.0004 (ARNi control vs ARNi RhoA#1), **p= 0.0053 (ARNi control 
vs ARNi RhoA#2) and *p= 0.0335 (ARNi control vs ARNi RhoA#3 (n=3). (D) RhoA es necesaria para la 
internalización de Cav1. Las células HeLa-Cav1-GFP se transfectaron con los ARNi de RhoA o control. 
Transcurridas 48 horas desde la transfección, las células se pusieron en suspensión durante 1 hora y a 
continuación se fijaron. Las cabezas de flechas muestran la distribución perinuclear de Cav1 y las flechas 
muestran la distribución de Cav1 en la periferia. Barra, 5 µm (E) Cuantificación de células con 
distribución perinuclear de Cav1-GFP tras los distintos tratamientos ***p= 0.0006 (ARNi control vs ARNi 
RhoA#1; n=4), ***p<0.0001 (ARNi control vs ARNi RhoA#2, n=3) y ***p=0.0009 (ARNi control vs 
ARNi RhoA #3, n=3). Los datos de los histogramas se corresponden con las medias ± s.e.m. Prueba t de 
Student. u.a.: unidades arbitrarias 
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Por otro lado, también se observó un efecto de FLNb en la regulación de la distribución 
lineal de Cav1 (Figura 36), de acuerdo con el efecto producido por el silenciamiento de FLNb 
sobre la internalización de Cav1-GFP. En conjunto, estos datos sugieren que la FLNa y FLNb 
actúan como elementos de conexión entre la Cav1 y las fibras de actina permitiendo a las 
vesículas de Cav1 distribuirse en la localización requerida para inducir la internalización 
adecuada de caveolas y su tráfico hacia el interior celular tras la pérdida de adhesión al sustrato. 
 
 
 
 
4.4.3. FLNa regula el anclaje de las vesículas de Cav1-GFP a la MP basal 
Para entender cómo FLNa regula la distribución lineal de Cav1, se probó el efecto que la 
eliminación de FLNa tenía sobre las vesículas de Cav1 cercanas a la MP mediante microscopía 
TIRF (TIRFm). La profundidad de penetración del TIRFm permitió estudiar específicamente las 
vesículas de Cav1-GFP cercanas a la MP basal. Para restringir el análisis específicamente a 
vesículas, descartando agregados vesiculares, se fijó la profundidad de TIRFm en 90 nm. Esta 
longitud se asemeja al diámetro de una vesícula de caveola (100 nm aproximadamente) por lo que 
cualquier acumulación de Cav1-GFP contenida en este plano debe corresponderse con vesículas 
(Figura 37A). Además, la distribución del tamaño, analizada de forma similar a lo descrito por el 
Dr. Pelkmans (Pelkmans y Zerial, 2005) (Figura 37C), se corresponde con la característica de 
vesículas no agregadas. El análisis se centró en las vesículas que aparecieron como puntos bien 
separados (video-microscopía 2 y 3. Anexo I) y que permanecieron en la capa de 90nm durante 
prácticamente la totalidad de la duración de la película (2 min aproximadamente). Con estos 
criterios se analizaron secuencias de 1000 imágenes de células en adhesión, excluyéndose las 
vesículas completamente internalizadas, las citoplásmicas y las que se encontrasen en proceso de 
reciclaje. Este análisis no mostró efectos del silenciamiento de FLNa sobre el tamaño vesicular 
Figura 36: FLNb regula la distribución lineal de Cav1. El 
silenciamiento de FLNb mediante ARNi reduce la distribución 
lineal de Cav1 coalineada con las fibras de actina. Las células HeLa 
se transfectaron con ARNi de FLNb o control. Tras 48 horas se 
fijaron y se analizó la distribución lineal de Cav1.  
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promedio ni sobre la distribución de poblaciones de tamaño (Figura 37B,C). Como primera 
aproximación se analizó el cambio total en la presencia de vesículas contenidas en el plano TIRF 
mediante la sustracción de fotogramas consecutivos de las películas de TIRFm durante períodos 
de 30 s (ver Materiales y Métodos). El resultado de este análisis sugirió que la dinámica de las 
vesículas de Cav1 a lo largo de estos periodos de tiempo era similar en presencia o ausencia de 
FLNa (Figura 37D).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Sin embargo, para descartar que la ausencia de diferencias fuese debida a la falta de 
resolución espacio-temporal del sistema de medida empleado se decidió estudiar el movimiento 
lateral de las vesículas de forma más precisa, utilizando una aproximación de seguimiento de la 
trayectoria de partículas individuales (single-particle tracking), previamente descrita en otros 
sistemas experimentales (Saxton y Jacobson, 1997), a fin de  monitorizar la trayectoria de 
Figura 37: El tamaño y movimiento de las vesículas de Cav1 en la membrana plasmática durante 
largos periodos de tiempo es insensible a la ausencia de FLNa. (A) Imagen representativa de una célula 
HeLa-Cav1-GFP observada por TIRFm a 90 nm de profundidad. (B) Media del área (pixels) de las 
vesículas de Cav1-GFP en células HeLa expresando de forma transitoria ARNi control o ARNi contra 
FLNa. (C) FLNa no influye en el tamaño de las vesículas de Cav1-GFP localizadas en la MP. El 
histograma muestra la distribución de las vesículas de Cav1-GFP según su área en células control y células 
FLNa KD de un experimento representativo. (D) Cuantificación del cambio total en la presencia de 
vesículas de Cav1-GFP a partir de películas realizadas con TIRF-m en células HeLa control o FLNa KD 
de forma transitoria y en células de melanoma humano deficientes en FLNa (M2) y reconstituidas con 
FLNa (A7). El cambio total en la presencia de vesículas de Cav1-GFP (representado como el área total de 
la máscara creada a partir de la imagen resultante de hacer la proyección Z de un Delta-up) se cuantificó 
de la manera indicada en Materiales y Métodos y publicada (Sverdlov, 2009 #4151). Las películas 
contuvieron 400 fotogramas, adquiridos cada 300 milisegundos. Los datos de los histogramas se 
corresponden con las medias ± s.e.m. 
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vesículas individuales de Cav1-GFP en células HeLaARNch-FLNa y ARNch-Luc. Este tipo de 
análisis mostró que el ~97% de las vesículas analizadas en las células control era estable, 
mostrando poco movimiento en cortas distancias, con el ~3% restante mostrando movimientos de 
larga distancia y direccionales, probablemente correspondientes a procesos de transporte 
vesicular activo (video-microscopía 2 y 3. Anexo I). Esta observación concuerda con otras 
previas obtenidas usando FRAP (Thomsen y col., 2002), TIRFm (Pelkmans y Zerial, 2005; 
Sverdlov y col., 2009; Tagawa y col., 2005) y microscopía confocal de spinning disc (McMahon 
y col., 2009). La principal diferencia entre las células ARNch-FLNa y ARNch-Luc fue ovserbada 
en el movimiento de las vesículas más localizadas y lentas durante escalas de tiempo cortas 
(≤10 s). Los movimientos vesiculares en las células control (ARNch-Luc) fueron más 
restringidos, con muchas vesículas que permanecieron inmóviles dentro de una posición concreta 
(30 nm de diámetro medio) durante períodos de 5 a 10 s. Para cuantificar esta observación, 
definimos un evento de anclaje como la movilidad limitada dentro de un radio de 30 nm durante 
un tiempo mínimo de 4.7 s (ver Materiales y Métodos). Usando este criterio, observamos que el 
41% de las vesículas en las células control (ARNch-Luc) mostraron, al menos, un evento de 
anclaje, con el resto de vesículas siguiendo un movimiento menos restringido. Por el contrario, 
sólo el 7% de las vesículas de Cav1 en las células ARNch-FLNa mostraron eventos de anclaje, 
con la mayoría de las vesículas describiendo un movimiento aleatorio dentro de un área 
determinada que, en sí misma, cambió de posición debido al propio movimiento celular 
(Figura 37A,B).  
En conclusión, el movimiento de las vesículas de Cav1-GFP en ausencia de FLNa fue 
esencialmente caótico, en comparación las células control, en las cuales estas vesículas se 
movieron entre puntos de anclaje. Dado que la distribución lineal de caveolas correlaciona 
positivamente con la actividad de RhoA, se estudió el efecto un mutante de RhoA que muestra 
actividad de forma constitutiva en el anclaje de las vesículas de Cav1. La expresión del mutante 
activo RhoA-G14V duplicó la incidencia de eventos de anclaje de Cav1 (80% de vesículas con 
anclaje) en las células ARNch-Luc, pero tuvo un efecto significativamente menor en el número 
de eventos de anclaje en las células ARNch-FLNa (11% de vesículas con anclaje) 
(Figura 37A,B). Por tanto, estos resultados permiten concluir que RhoA facilita el anclaje, 
dependiente de FLNa, de las vesículas de Cav1 en el área perimembranosa mediante la regulación 
de la función y estabilidad de las fibras de estrés. 
Para validar la implicación del citoesqueleto de actina en el anclaje de Cav1, ya sugerido 
por el efecto de RhoA-G14V, se analizó el anclaje de Cav1 tras el tratamiento con CytD o LatA. 
Ambos compuestos redujeron el número de eventos de anclaje aproximadamente 6 veces 
(Figura 37C,D), comfirmando la hipótesis inicial. Por último, para descartar un efecto 
generalizado de FLNa en el anclaje de las proteínas de membrana, se estudió el efecto del 
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silenciamiento de FLNa en un marcador de membrana (memb-cherry). La dinámica de anclaje de 
este marcador de membrana difirió de la de Cav1, y no se vio afectada por la ausencia de FLNa, 
indicando que el anclaje de Cav1 dependiente de actina está específicamente regulado por FLNa 
(Figura 37E). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 38: El anclaje de las vesículas de Cav1 a la membrana plasmática se ve afectado 
específicamente por FLNa y por el citoesqueleto de actina. (A) Trayectorias típicas de vesículas de 
Cav1-GFP en células HeLa-ARNch-Luc y ARNch-FLNa, y en las mismas líneas celulares expresando 
RhoA-G14V-cherry. Las posiciones secuenciales de las vesículas fueron registradas en intervalos de 
85 ms y se conectaron mediante líneas rectas. Los círculos externos muestran el umbral especial fijado 
para determinar un evento de anclaje (60 nm de diámetro); los círculos internos muestran el 
posicionamiento de las vesículas con mayor precisión (30 nm). La duración de los eventos de anclaje 
viene indicada en la figura. (B) Trayectorias típicas de vesículas de Cav1-GFP en células HeLa tratadas 
con CytD (1µM) y LatA (1µM). Un volumen equivalente de DMSO fue usado como control. (C) 
Porcentaje de trayectorias de Cav1-GFP mostrando eventos de anclaje para todas las condiciones. (D) 
Trayectorias típicas de vesículas del marcador de membrana plasmática (pCS2-memb-cherry) en células 
HeLa-ARNchLuc y ARNch-FLNa. (E) Porcentaje de trayectorias de pCS2-mb-cherry mostrando eventos 
de anclaje para las dos condiciones. Se analizaron 10-30 trayectorias por célula, 5-10 células por 
experimentos y 3-4 experimentos por condición. 
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4.4.4. La unión de FLNa a la actina y su fosforilación en Ser2152 son necesarios 
para la distribución de Cav1 en células en adheridas a la MEC 
Dado que el citoesqueleto de actina regula la dinámica de Cav1 se planteó si la regulación 
que FLNa ejerce sobre la dinámica de Cav1 estaría mediada por la capacidad de la primera de 
interaccionar con actina. Por otro lado, puesto que se ha descrito que FLNa requiere la 
fosforilación en su Ser2152 en numerosos procesos (Stossel y col., 2001) se decidió estudiar el 
efecto de esta fosforilación en la dinámica de Cav1. Para llevar a cabo estos estudios, se 
construyeron tres mutantes de FLNa a partir de una construcción WT de FLNa resistente al 
ARNch y fusionada al epítopo fluorescente dsRED (FLNa-ARNchR-WT): un mutante de 
delección para el dominio de unión a actina que carece del fragmentoque comprende desde el 
aminoácido 1 hasta el 275 (FLNa-ARNchR-ABD), un mutante no fosforilable (FLNa-ARNchR-
S2152A) mediante la sustitución de la Ser2152 por una Ala, y un mutante potencialmente 
fosfomimético (FLNa-ARNchR-S2152E) mediante al sustitución de la Ser2152 por un Glu 
(Figura 39A) (ver Materiales y Métodos). Mediante WB se confirmó la expresión a niveles 
similares de los tres mutantes y la FLNa-ARNchR-WT, confirmando que todas las construcciones 
conservaron la resistencia al ARNch-FLNa. Igualmente, se comprobó que sólo la FLNa-ARNchR-
ABD, al ser la única que conservaba la Ser2152, podía fosforilarse en ese residuo (Figura 39B).  
 
 
 
 
 
 
Figura 39: Construcción de mutantes de FLNa. (A) Dibujos esquemáticos de 
FLNa WT y de los tres mutantes: mutante no fosforilable (FLNaR-S2152A), 
mutante potencialmente fosfomimético (FLNaR-S2152E) y mutante de delección 
para el dominio de unión a actina (FLNaR-ABD); todos ellos fusionados a la 
proteína fluorescente dsRED. (B) Western blot de extractos de células HeLa-
ARNch-Luc y ARNch-FLNa transfectadas con plásmido “señuelo” (mRFP), con 
FLNaR-WT, FLNaR-S2152A, FLNaR-S2152E o FLNaR-ABD. Los WB se 
incubaron con un anticuerpo contra FLNa y otro contra fosfo-FLNa (pFLNa-
Ser2152). La proteína γ-tubulina fue usada como control de carga. 
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En primer lugar, se analizó el efecto de estas construcciones sobre el anclaje de las 
vesículas de Cav1-GFP. En este sentido, la sobreexpresión de la FLNaR-WT fue capaz de rescatar 
la supresión del anclaje observado en las células deficientes para FLNa (Figura 40A,B). Cabe 
destacar que la sobreexpresión de FLNaR-S2152A resultó en un aumento de los eventos de 
anclaje por encima de los niveles basales observados en las células control (Figura 40A,B), 
sugiriendo que la fosforilación es necesaria para controlar los niveles de anclaje de las vesículas 
de Cav1. De acuerdo con este resultado, ni el mutante fosfomimético, FLNaR-S2152E,  ni el 
mutante sin el dominio de unión a actina, FLNaR-ABD  fueron capaces de revertir el defecto en 
anclaje mostrado por las células deficientes en FLNa (Figura 40A,B).  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 40: La capacidad de FLNa de unir actina así como su dinámica de 
fosforilación regula el anclaje de las vesículas de Cav1. (A) Trayectorias 
típicas de vesículas de Cav1-GFP en células ARNch-FLNa expresando FLNaR-
WT, FLNaR-ABD, FLNaR-S2152A o FLNaR-S2152E. (B) Porcentaje de 
trayectorias mostrando eventos de anclaje para todas las condiciones. Se 
analizaron 10-30 trayectorias por célula, 5-10 células por experimentos y 3-4 
experimentos por condición.  
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Además, y correlacionando con los resultados de anclaje, el mutante no fosforilable FLNaR-
S2152A, pudo rescatar el defecto en la distribución lineal de Cav1 producido por el silenciamient 
de FLNa en la misma medida que la forma WT de la proteína resistente al ARNch, y 
contrariamente a lo observado con los mutantes FLNaR-S2152E y FLNa-ARNchR-ABD 
(Figura 41A,B). Estos resultados sugieren que FLNa actúa como nexo de unión entre la Cav1 y la 
actina de forma dependiente de su fosforilación en Ser2152. 
 
 
 
 
 
Figura 41: La capacidad de FLNa de unir actina así como su dinámica de fosforilación regula la 
distribución lineal de las vesículas de Cav1. (A) La capacidad de FLNa de unir actina y sus niveles de 
fosforilación en la Ser2152 regulan la distribución lineal de Cav1 endógena coalineada con las fibras de 
actina. Cuantificación del alineamiento de las vesículas de Cav1 en las células HeLa-ARNch-FLNa 
expresando FLNaR-WT, FLNaR-ABD, FLNaR-S2152A y FLNaR-S2152E. (ver Materiales y Métodos). *p= 
0.0171 (ARNch-Luc vs ARNch-FLNa), **p=0.0025 (ARNch-FLNa vs ARN-ch-FLNa+FLNaR-WT) y 
*p=0.0183 (ARNch-FLNa vs ARNch-FLNa+ FLNaR-S2152A) (n=4). Los datos se corresponden con las 
medias ± s.e.m. Prueba t de Student. u.a.: unidades arbitrarias. (D) Imágenes representativas de 
microscopía confocal de células HeLa-ARNch-FLNa expresando FLNaR-WT, FLNaR-ABD, FLNaR-
S2152A y FLNaR-S2152E. Las células se tiñeron con un anticuerpo contra Cav1 y con faloidina. Las 
cabezas de flecha señalan un grupo de vesículas de Cav1 alineadas solapando con un filamento de actina y 
con la señal de FLNa. Barra, 10 µm. 
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Los resultados presentados hasta el momento muestran que FLNa regula la dinámica de las 
caveolas de forma específica mediante algún mecanismo adicional a su acción sobre el 
citoesqueleto de actina. No obstante, dado que ambas moléculas, FLNa y actina regulan el anclaje 
de las vesículas de Cav1 y su internalización en suspensión, se plantea la hipótesis de que el 
efecto de FLNa sobre la regulación de las caveolas esté mediado por la capacidad de FLNa de 
entrecruzar filamentos de actina (Stossel y col., 2001). Si esto fuese así, la ausencia de otra 
proteína con la misma función de entrecruzar filamentos de actina debería resultar en defectos 
similares en la dinámica de Cav1. Para contrastar esta hipótesis se silenció la proteína α-actinina, 
en particular las isoformas 1 y 4, no específicas de músculo (Figura 42A). La disminución de 
estas proteínas no resultó en una alteración de la internalización de Cav1 ni en el anclaje de estas 
vesículas (Figura 42B-D), lo que sugiere que el efecto de la FLNa en estos procesos es específico 
y que además está regulado por otras propiedades de FLNa, diferentes de su capacidad de 
entrecruzar filamentos de actina. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 42: El efecto de FLNa sobre la dinámica de Cav1 no es general para todas las proteínas que 
entrecruzan filamentos de actina. (A) El WB de extractos de células HeLa transfectadas con los ARNi 
indicados (control o α-actinina1+4) se incubó con un anticuerpo contra α-actinina. La proteína γ-tubulina 
fue usada como control de carga. (B) α-actinina no es necesaria para la internalización de Cav1. Las 
células HeLa-Cav1-GFP se transfectaron con los ARNi de α-actinina1+4 o control. Transcurridas 48 horas 
desde la transfección, las células se pusieron en suspensión durante 1 hora y a continuación se fijaron. 
Barra, 10µm. (C) Cuantificación de células con distribución perinuclear de Cav1-GFP tras los distintos 
tratamientos (n=3). Los datos de los histogramas se corresponden con las medias ± s.e.m. Prueba t de 
Student. (D) Porcentaje de trayectorias mostrando eventos de anclaje para todas las condiciones. Se 
analizaron 10-30 trayectorias por célula, 5-10 células por experimentos y 3 experimentos por condición 
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4.4.5. La unión de FLNa a la actina y su fosforilación en Ser2152 son necesarios 
para la internalización de Cav1 tras la pérdida de adhesión celular 
Los resultados presentados en los apartados anteriores indican que el anclaje y la 
distribución lineal de las vesículas de Cav1 dependiente de FLNa requieren la capacidad de ésta 
de unir actina así como de modificarse postraduccionalmente mediante fosforilación en la 
Ser2152. Para estudiar el papel que esta fosforilación tiene en la internalización de caveolas 
durante la pérdida de adhesión al sustrato, se analizó la fosforilación en Ser2152 durante la 
adhesión y tras su pérdida. Las células adherentes mostraron un nivel basal de fosfo-FLNa 
(Ser2152), que incrementó a los 5 min. de suspensión (incremento de 1.629±0.097) y volvió a los 
niveles basales tras un tiempo de suspensión prolongado (60 min.) (Figura 43A). Esto sugiere que 
el incremento de la fosforilación en la Ser2152 puede desempeñar una función en los primeros 
pasos de la internalización de Cav1.  
Para explorar más a fondo esta hipótesis, se analizó la localización de FLNa durante la 
pérdida de adhesión. Inmediatamente tras la pérdida de adhesión al sustrato ambas proteínas, 
Cav1 y FLNa, se situaron próximas la una a la otra en la periferia celular, cerca de la membrana 
plasmática. A tiempos más largos de suspensión, la mayoría de Cav1 se internalizó en el 
compartimento perinuclear, mientras que la FLNa permaneció en la periferia celular 
(Figura 43B). Debido a la ausencia de anticuerpos comerciales dirigidos contra fosfo-FLNa 
(Ser2152) que funcionen en inmunofluorescencia no se pudo analizar su localización celular 
durante los distintos tiempos de suspensión. Se decidió entonces testar el efecto que los mutantes 
de fosforilación tenían en la internalización de Cav1 en células HeLa-ARNch-FLNa. Se 
comprobó que la distribución perinuclear de Cav1-GFP se redujo un 40% en las células ARNch-
FLNa respecto a las células ARNch-Luc control (Figura 43C,D). Esta reducción resultó menor 
que la que ocurre con la transfección transitoria con oligonucleótidos de ARNi (Figura 20C), 
debido probablemente a mecanismos compensatorios activados durante el establecimiento del 
silenciamiento permanente. El defecto en la acumulación perinuclear de Cav1 mostrado por las 
células HeLa-Cav1-GFP-ARNch-FLNa fue rescatado por la introducción de la forma WT de 
FLNa resistente al ARNch. Sin embargo, ninguno de los mutantes de FLNa del resíduo Ser2152 
fue capaz de restaurar este defecto. El mutante de FLNa deficiente en unión a actina tampoco fue 
capaz de restaurar los defectos en la internalización de Cav1-GFP en las células HeLa-ARNch-
FLNa (Figura 43C,D). 
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Figura 43: La fosforilación de FLNa en Ser2152 es necesaria para la internalización de Cav1-GFP. 
(A) La pérdida de adhesión celular induce la fosforilación de FLNa en Ser2152. Las células HeLa-Cav1-
GFP se mantuvieron en adhesión o en suspensión (Sus.) durante 5 ó 60 min. Los WB de lisados celulares 
se incubaron con anti-fosfo-FLNa (Ser2152) y anti-FLNa. La proteína γ-tubulina se usó como control de 
carga. Los cambios en la fosforilación de Ser2152 se cuantificaron por densitometría usando Quantity one. 
**p= 0.0074 (Adhesión y Sus. 5’) y *p= 0.0421 (Sus. 5’ y 60’), (n=4). (B) Las células HeLa-Cav1-GFP se 
pusieron en suspensión durante 0.25 y 60 min. Seguidamente se realizó inmunofluorescencia de FLNa. Se 
muestra la localización de Cav1-GFP y FLNa próxima a la MP o la internalización de Cav1-GFP pero la 
retención de FLNa en la periferia celular tras 0.25 min. y 60 min. de suspensión respectivamente. (C) La 
fosforilación de FLNa en Ser2152 es necesaria para la internalización de Cav1. Las imágenes, tras 60 min. 
de suspensión, muestran las Cav1-GFP internalizada en las células HeLa-ARNch-Luc, pero no en las 
ARNch-FLNa. La introducción de FLNaR-WT, pero no de FLNaR-S2152A, FLNaR-S2152E o FLNaR-
ABD, restauró la internalización de Cav1-GFP en las células FLNa KD. Las flechas y las cabezas de 
flecha muestran la distribución de Cav1-GFP en la periferia celular y en el compartimento perinuclear 
respectivamente. (D) Cuantificación de “C”. **p=0.087 (ARNch-Luc y ARNch-FLNa, n=8), *p=0.0046 
(ARNch-FLNa y ARNch-FLNa+FLNaR-WT, n=5) Los datos de los histogramas se corresponden con las 
medias ± s.e.m. Prueba t de Student. 
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Estos resultados sugieren que tanto la capacidad de la FLNa de interaccionar con actina 
como su fosforilación reversible en Ser2152 son elementos necesarios para la internalización de 
Cav1 de forma eficiente, y que las quinasas implicadas en esta fosforilación probablemente 
regulen el tráfico de Cav1. 
4.4.6. Identificación de la proteína quinasa responsable de la fosforilación de FLNa 
en células no adheridas a la MEC 
Se han identificado varias quinasas implicadas en la fosforilación de FLNa en la Ser2152 
(Stossel y col., 2001). Una de estas quinasas es PKCα (Tigges y col., 2003), que se localiza en 
caveolas y regula su internalización basal (Smart y col., 1995). Otra quinasa es PKA (Jay y col., 
2004), que además es activada por la pérdida de adhesión al sustrato mediante una cinética 
semejante a la de la internalización de Cav1 (Howe y Juliano, 2000). Por estos motivos, se 
consideró la potencial implicación de estas quinasas en el proceso de estudio y se analizó el 
efecto que la inhibición de sus actividades quinasas tenía sobre la fosforilación de FLNa en 
suspensión. El inhibidor de PKA H-89 no afectó de forma significativa al incremento de la 
fosforilación de Ser2152 detectada a los 5 min. de suspensión (Figura 44A), descartando su 
posible implicación.  
Por el contrario, el incremento en la fosforilación de Ser2152 se inhibió completamente tras 
el tratamiento con Ro-31-8220, un inhibidor general de todas las isoformas de PKC (Figura 44B), 
y por Gö6976, inhibidor de las isoformas convencionales de PKC (Figura 44C), sugiriendo que 
PKC, pero no PKA, regula la fosforilación de FLNa en suspensión. Seguidamente, para 
corroborar el requerimiento de esta actividad quinasa en la internalización de Cav1, se analizó el 
efecto de los inhibidores de PKC en la internalización de Cav1-GFP inducida por pérdida de 
adhesión al sustrato. En consonancia con los resultados anteriores, los dos inhibidores utilizados 
en este estudio resultaron en una inhibición de la internalización de Cav1-GFP (Figura 44D), lo 
que implica la actividad de PKC y la consiguiente fosforilación en Ser2152 en este proceso.  
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Para corroborar este resultado y tratar de identificar la isoforma de PKC específicamente 
implicada en la fosforilación de FLNa en Ser2152, se realizaron los mismos experimentos 
mostrados anteriormente usando ARNi de PKC en vez de inhibidores químicos. Ya que la 
isoforma α de PKC se localiza en caveolas y regula su internalización basal (Tigges y col., 2003) 
se consideró la candidata más idónea para fosforilar FLNa y regular la internalización de Cav1 en 
suspensión. Se usaron, por tanto, ARNi específicos dirigidos frente PKCα y se analizó la 
fosforilación de FLNa y la internalización de Cav1 tras 5 min. y 60 min. de suspensión 
respectivamente. Se observó que ambos procesos fueron inhibidos por las dos secuencias de 
ARNi usadas (Figura 45A,B). El análisis de la expresión de PKC confirmó la reducción en los 
niveles de PKCα pero no de otras isoformas (PKCδ o PKCε) demostrando la especificidad de los 
ARNi usados para silenciar PKCα (Figura 45C). 
Figura 44: PKC es necesaria para la fosforilación de FLNa y para la internalización de Cav1-GFP. 
(A) Las células HeLa-Cav1-GFP fueron tratadas con un inhibidor de PKA (10 µM de H-89 durante 30’ en 
adhesión y durante la suspensión) o con DMSO. Los extractos celulares se analizaron por WB contra 
fosfo-FLNa (pFLNa-Ser2152) y FLNa. Los niveles de fosforilación de FLNa en Ser2152 se cuantificaron 
por densitometría (Quantity one). El histograma muestra el cambio en pSer2152, calculado como el 
cociente entre las intensidades de banda en adhesión y tras 5 min. de suspensión. (B). Se repitió el mismo 
procedimiento que en “A” usando el inhibidor general de PKC (10 µM de Ro-31-8220 durante 30’ en 
adhesión y durante la suspensión). **p= 0.002 (n=3). (C) Se repitió el mismo procedimiento que en “A” 
usando el inhibidor específico de las isoformas convencionales de PKC (5 µM de Gö 6976 durante 30’ en 
adhesión y durante la suspensión). La línea divisoria refleja dos areas del mismo gel. **p= 0.005 (n=3). 
(D) Las células HeLa fueron tratadas con 10 µM Ro-31-8220, 5 µM Gö 6976 o DMSO de la forma 
indicada y se mantuvieron 60 min en suspensión, se fijaron y se analizó la localización de Cav1-GFP por 
microscopía de fluorescencia. ***p= 0.0004 (H2O vs Ro-31-8220) y **p=0.004 (DMSO vs Gö 6976) 
(n=3). Los datos de los histogramas se corresponden con las medias ± s.e.m. Prueba t de Student. La 
proteína γ-tubulina se usó como control de carga. 
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En conjunto, estos resultados indican que PKCα controla la internalización de Cav1 
mediante la regulación de la fosforilación de FLNa en Ser2152 inducida por pérdida de adhesión 
celular. 
Figura 45: PKCα es necesaria para la fosforilación de FLNa y para la internalización de Cav1-GFP. 
(A) Las células HeLa-Cav1-GFP transfectadas con ARNi control o ARNi de PKCα se mantuvieron en 
adhesión o en suspensión (Sus.) durante 5 o 60 min. WB para detectar los niveles de fosfo-FLNa y FLNa 
total en los lisados celulares de los distintos tratamientos. También se vio el efecto del ARNi de PKCα 
sobre su proteína diana. Los niveles de fosforilación de FLNa en Ser2152 se cuantificaron por 
densitometría (Quantity one). El histograma muestra el cambio en pSer2152, calculado como el cociente 
entre las intensidades de banda en adhesión y tras 5 min. de suspensión.*p = 0.03 (ARNi control vs ARNi 
PKCα#1) y **p=0.003 (ARNi control vs ARNi PKCα#2, (n=3). (B) Las células HeLa Cav1-GFP 
transfectadas con ARNi control o ARNi de PKCα se pusieron en suspensión durante 60 min y la 
localización de Cav1-GFP se monitorizó. Las flechas y las cabezas de flecha muestran la distribución de 
Cav1-GFP en la periferia o en el interior celular, respectivamente. La internalización de Cav1-GFP se 
cuantificó como el % de células conteniendo acumulación perinuclear de Cav1-GFP. **p=0.0079 (ARNi 
control vs ARNi PKCα#1) y *p=0.017 (ARNi control vs ARNi PKCα#2), (n=2) (C) WB de lisados de 
células HeLa-Cav1-GFP 48 h tras la transfección con los indicados ARNi. PKCδ y PKCε se usaron como 
control de la especificidad de los ARNi de PKCα. Los datos de los histogramas se corresponden con las 
medias ± s.e.m. Prueba t de Student. La proteína γ-tubulina se usó como control de carga. 
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4.4.7. La GTPasa de unión a FLNa, RalA, regula la internalización de Cav1 
Dado que FLNa interacciona con diversas GTPasas de la superfamilia Ras, se decidió 
estudiar la posible relevancia de estas GTPasas en la regulación de la internalización de Cav1, 
tras la pérdida de adhesión celular, mediada por FLNa. Se centró el estudio en RalA por ser la 
única de estas GTPasas cuya unión a FLNa se regula por la carga de GTP (Ohta y col., 1999), de 
tal forma que con GTP se une a FLNa y con GDP se separa de ésta. Estudios previos han 
demostrado que RalA se disocia de FLNa tras la pérdida de adhesión celular al sustrato (Klaile y 
col., 2005). Por tanto, y en base a estas evidencias, se planteó la hipótesis de que la disociación 
entre RalA y FLNa pueda ser un requisito necesario para la internalización de Cav1.  
Para abordar esta hipótesis, se transfectaron las células HeLa-Cav1-GFP con la forma WT 
de RalA (HA-RalA-WT), con una forma mutante de RalA constitutivamente unida a GTP y, por 
tanto activa (HA-RalA-G23A), o bien con una forma mutante de RalA unida a GDP de forma 
constitutiva que se comporta como un dominante negativo (HA-RalA-S28N). Todas estas 
contrucciones se sobreexpresaron en niveles similares, detectados por WB contra la proteína 
RalA (Figura 46B). En el ensayo de internalización se observó que ni la forma silvestre, HA-
RalA-WT, ni el dominante negativo HA-RalA-S28N afectaron la internalización de Cav1-GFP, 
mientras que la forma constitutivamente activa HA-RalA-G23V bloqueó completamente la 
internalización de Cav1-GFP (Figuras 46A,C). Además, en estos experimentos se usó como 
control positivo de bloqueo de la internalización el dominante negativo de Dyn2 (Dyn2-K44A) 
previamente mostrado. Asimismo, en base a evidencias previas sobre el papel regulador de la 
fosforilación en la Tyr14 de Cav1 para la internalización de caveoals (del Pozo y col., 2005) se 
comprobó que una forma mutada de Cav1 no fosforilable en Tyr14 (Cav1-Y14F) podía actuar 
como dominante negativo, disminuyendo la internalización de caveolas (Figura 46C). Ya que 
RalA interacciona con el complejo del exocisto para integrar la via secretoria, (Sugihara y col., 
2002) se analizó el efecto que las construcciones de RalA tenían sobre la distribución de Cav1 en 
adhesión, con el fin de analizar si el efecto observado con RalA-G23V se debía a una 
estimulación de la exocitosis. Dado que no se observaron diferencias en la distribución de Cav1-
GFP con ninguna de las construcciones de RalA (Figura 46D), se concluyó que el efecto de 
RalA-G23V se ejerce sobre la internalización en suspensión. Este resultado refuerza la hipótesis 
de que RalA se desplaza hacia su forma unida a GDP con la subsiguiente disociación de FLNa 
para permitir la internalización de Cav1. 
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4.4.7.1. Papel de RalA G23V en la fosforilación de FLNa en suspensión 
Como se comentó anteriormente, tras la pérdida de adhesión celular RalA se disocia de 
FLNa (Klaile y col., 2005). Además en esta Tesis se muestra que, tanto la fosforilación de FLNa 
en suspensión como la disociación entre FLNa y RalA (mostrado de forma indirecta con la forma 
de RalA constitutivamente unidad a GTP) impiden la internalización de Cav1-GFP en 
suspensión. Estos datos, en conjunto, sugieren la hipótesis de que la unión de RalA a FLNa 
podría impedir la fosforilación de FLNa en Ser2152 porque su sitio de unión solape bien con el 
sitio de fosforilación, bien con el sitio de unión de la proteína quinasa, PKCα. Para contrastar esta 
hipótesis, analizamos la fosforilación de FLNa (Ser2152) en suspensión en células expresando las 
distintas construcciones de RalA (RalA-WT, RalA-G23V y RalA-S28N). Esta hipótesis tuvo que 
ser descartada debido a que no se observaron diferencias en la fosforilación (Figura 47). 
Figura 46: RalA regula la internalización de Cav1 en suspensión sin alterar su distribución en 
adhesión. (A) Las células HeLa-Cav1-GFP se transfectaron con un plásmido control, con el mutante de 
Dyn2 que actúa como dominante negativo (Dyn2-K44A), con la forma WT de RalA (RalA-WT), con el 
mutante de RalA constitutivamente activo (RalA-G23V) y con el mutante que actúa como dominante 
negativo (RalA-S28N) y se pusieron 1h en suspensión tras 48 h de la transfección. (B) WB mostrando la 
sobreexpresión de las construcciones. La proteína γ-tubulina se usó como control de carga. (C) 
Cuantificación de células mostrando localización perinuclear de Cav1-GFP en experimentos como el 
mostrado en “A”. Los datos se corresponden con las medias ± s.e.m. ***p<0.0001 (pcDNA3.1 vs Dyn2-
K44A; n=3), ***p= 0.0003 (pcDNA3.1 vs Cav1-Y14F; n=5), p=0.0528 (pcDNA3.1 vs RalA-WT; n=3), 
***p<0.0001 (pcDNA3.1 vs RalA-G23V; n=3) y P=0.0624 (pcDNA3.1 vs RalAS28N; n=3) Prueba t de 
Student. (D) Las células HeLa-Cav1-GFP se cotransfectaron con plásmido control, con RalA-WT, RalA-
G23V o RalA-S28N, y simultáneamente con mRFP en proporción 10/1. Las células se fijaron a las 48 h de 
la transfección y se analizó la distribución de Cav1-GFP al microscopio de fluorescencia. 
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4.4.8. La retención de Cav1 en la MP mediada por FLNa regula el reclutamiento de 
Rac a la MP y la proliferación celular 
Para determinar si el defecto en el tráfico de Cav1 en las células silenciadas para Cav1 
correlacionaba con alteraciones en la señalización regulada por Cav1, se midió la localización de 
Rac1, dado que la internalización de Cav1 provoca la entrada de los sitios de unión a Rac1 (del 
Pozo y col., 2005). Aunque los niveles de expresión de Rac1 no se vieron afectados por el 
silenciamiento de la FLNa (Figura 48A), se observaron diferencias significativas en la ditribución 
de Rac1 entre las HeLa-ARNch-FLNa y las células control HeLa-ARNch-Luc tras 1 hora de 
suspensión, de forma que en las primeras Rac1 permaneció retenido en la periferia celular, a 
Figura 47: RalA no afecta a la fosforilación de FLNa en Ser2152 
en suspensión. El incremento en la fosforilación de FLNa en Ser2152 
tras 5 min. de suspensión no se vió afectado por la expresión de RalA-
WT, RalA-G23V (forma constitutivamente activa) o RalA-S28N 
(dominante negativo). Las células HeLa-Cav1-GFP sin transfectar, 
transfectadas con vector vacío o con las distintas construcciones de 
RalA se mantuvieron en adhesión o en suspensión durante 5 ó 60 min. 
y los niveles de fosfo-FLNa (pFLNa-Ser2152) y FLNa total en los 
extractos celulares de los distintos tratamientos se analizaron por WB. 
La proteína γ-tubulina se usó como control de carga. NT: no 
transfectada. 
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diferencia de la distribución citosólica observada en las células control (Figura 48B,C). De 
acuerdo con estos resultados, la localización de Rac1 en la MP también se incrementó en ausencia 
de FLNa durante los procesos de extensión de la célula sobre el sustrato (spreading) 
(Figura 48D). Además, la retención de Rac1 en la MP observado en las células HeLa-ARNch-
FLNa en suspensión se vio acompañada por la inducción de la fosforilación de su efector PAK en 
su residuo Ser142, que se ha descrito como un evento necesario para su activación y la 
transducción de la señalización de Rac1 (Parrini y col., 2009).  
 
 
 
 
 
 
 
Trabajos previos han demostrado que la señalización de Rac1 es responsable del 
incremento en la proliferación celular y el crecimiento independiente de anclaje en ausencia de 
internalización de caveolas (Cerezo y col., 2009). Por tanto, dado que en ausencia de FLNa la 
señalización por Rac1 continúa estando activa, se decidió estudiar si esta activación tenía algún 
efecto secundario en la proliferación celular. De acuerdo con estas premisas la tasa de 
proliferación se incrementó en células HeLa-ARNch-FLNa en adhesión (Figura 49A) en 
comparación con las células control. Asimismo, se observó un incremento en el número de 
células mitóticas, detectadas mediante inmunofluorescencia de fosfo-histona-3 (pH3) 
(Figura 49B,C). Además, las células HeLa-ARNch-FLNa también presentaron una mayor tasa de 
Figura 48: FLNa regula la localización y señalización de Rac1. (A) Western blot para confirmar los 
niveles similares de expresión de Rac1 en células HeLa-ARNch-Luc y ARNch-FLNa. La proteína γ-
tubulina se usó como control de carga. (B) La intensidad de Rac1 en la MP se estimó como la intensidad 
de tinción de Rac1 en líneas de 5 µm desde la periferia hasta el interior celular. (C) FLNa es necesaria 
para la translocación de Rac1 desde la MP al citosol. Las células HeLa con o sin FLNa se mantuvieron en 
suspensión durante 60 min. A continuación se fijaron, permeabilizaron y se realizó la inmunofluorescencia 
de Rac1. Barra, 5 µm. (D) Las células tratadas como en “C” se volvieron a sembrar sobre FN y se fijaron 
a los 20 minutos para analizar la localización de Rac1 durante la extensión de la célula sobre el sustrato 
(spreading). Barra, 25 µm. (E) PAK continúa fosforilado en la Ser141 en células HeLa-ARNch-FLNa tras 
60 min de suspensión. Los extractos celulares se incubaron con anticuerpo contra fosfoPAK (pPAK-
Ser141) y contra PAK1. La línea divisoria refleja dos areas del mismo gel. La proteína γ-tubulina se usó 
como control de carga. 
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mitosis en condiciones de pérdida de adhesión celular (Figura 49B,C), de acuerdo con las 
evidencias que relacionan Rac1 con el crecimiento y proliferación celular independiente de 
adhesión. Por tanto, el efecto de FLNa en la internalización de caveolas tiene consecuencias en la 
localización de moléculas señalizadoras como Rac1 que, a su vez, regulan la proliferación 
dependiente e independiente de anclaje. 
 
 
 
 
 
 
La señalización de Rac1 también regula la migración celular (Grande-Garcia y col., 2007). 
Además, se ha descrito recientmente que la FLNa es necesaria para limitar la capacidad de 
migración e invasión de células tumorales (Xu y col., 2010). Por tanto, se decidió estudiar, 
mediante ensayos de cierre de herida in vitro, si la migración celular también estaba alterada en 
las células Hela-ARNch-FLNa respecto a las células control. Si bien los datos no permiteron 
aseverar una diferencia estadísticamente significativa, se observó una tendencia de aumento de 
proliferación en ausencia de FLNa (Figura 50), en consonancia con el estudio anteriormente 
mencionado. Es necesario, no obstante, tener en cuenta que este resultado puede tener una 
componente debida a la mayor proliferación celular en ausencia de FLNa, por lo que sería 
necesario repetir este experimento introduciendo un inhibidor de la proliferación celular. 
 
Figura 49: FLNa regula la proliferación celular. (A) Las células cultivadas en medio con 2% de suero 
se levantaron con tripsina y se contaron con un contador de células (CASY® Model TT; Roche Applied 
Science). Se muestran los valores medios obtenidos a los 2-5 días en triplicado a cada tiempo de 
observación. (B) Las células HeLa-ARNchLuc y ARNch-FLNa se mantuvieron en adhesión o en 
suspensión durante 20 horas. Seguidamente se fijaron y se incubaron con anticuerpo contra fosfohistona3 
(pH3) y con Hoechst. Barra, 50 µm. (C) Se muestra el porcentaje de células con tinción de pH3. Los datos 
se corresponden con las medias ± s.e.m. Prueba t de Student. (n=3).  
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Figura 50: La usencia de FLNa acelera la migración celular. (A) Las células HeLa-ARNch-Luc y 
HeLa-ARNch-FLNa fueron cultivadas hasta formar una monocapa y se realizaron incisiones en ellas con 
una punta de pipeta de 1 mm de grosor. El cierre de herida fue monitorizado por video-microscopía. Las 
imágenes muestran una herida representativa en ambos tipos celulares a tiempo 0, 10 y 20 horas tras la 
incisión. (B) Representación gráfica del área de la herida sin cerrar en ambos tipos celulares.  
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4.5. Regulación de la internalización de transferrina por Cav1 y FLNa 
en suspensión 
El papel que las caveolas desempeñan en la transducción de señales en respuesta a 
situaciones de estrés mecánico está cobrando cada vez más importancia. Aparte de otros trabajos 
que describen el papel de las caveolas en la mecanotransducción (Boyd y col., 2003; Rizzo y col., 
1998), se ha estableciedo recientemente una nueva función para las caveolas como 
mecanorreceptoras de cambios de tensión de la membrana inducidos por estímulos de estrés 
mecánico, lo que sugiere que las caveolas podrían actuar como un reservorio fisiológico de 
membrana que minimizaría las variaciones en la tensión de membrana (Sinha y col., 2011). El 
funcionamiento de este mecanismo estaría regulado por los cambios de conformación caveolar, 
que pasaría de presentar su forma típica de Ω a una forma aplanada, proporcionando así más 
superficie de membrana. 
En esta Tesis se sugiere que un tipo de regulación semejante podría ocurrir cuando la 
célula es colocada en suspensión, tras perder el anclaje al sustrato proporcionado por la MEC. En 
este caso, la célula estaría expuesta a una pérdida de tensión, en lugar de a un aumento, como 
consecuencia de la disminución de la relación entre superficie y volumen (Colbert y col., 2009). 
De esta forma, puede elaborarse la hipótesis de que, en suspensión, las caveolas detectarían la 
pérdida de tensión y la célula respondería ante esta señal internalizando parte de la membrana 
para restablecer dicha tensión. Sin embargo, en las condiciones en que no hay caveolas o éstas 
presentan defectos en su internalización, el problema de tensión no podría resolverse, por lo que 
las células deberían buscar otras estrategias para restablecer la relación entre superficie y 
volumen, como sería aumentar el tamaño celular.  
Para contrastar esta hipótesis, se hicieron ensayos de internalización de membrana en 
suspensión usando como marcador una molécula en cuyo tráfico no se hayan implicado a las 
caveolas. Se decidió usar la transferrina (Tfn), una molécula que penetra en las células adherentes 
tras la unión a su receptor mediante una endocitosis dependiente de clatrina (Kumari y col., 
2010). Se utilizaron fibroblastos de ratón WT o Cav1 KO que fueron incubados con Tfn tanto en 
adhesión como en suspensión. Se observó que en células adherentes la Tfn se endocitó por igual 
en las células con y sin Cav1, mientras que tras la pérdida de adhesión al sustrato la endocitosis 
de Tfn ocurrió únicamente en presencia de Cav1 (Figura 51). 
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Dado que los resultados presentados en esta Tesis muestran una implicación de FLNa en 
la regulación de la dinámica de caveolas, se decidió validar el resultado previo con células 
deficientes en FLNa. Para ello, se repitieron los experimentos de endocitosis de Tfn en las células 
HeLa-ARNch-Luc y ARN-ch-FLNa, tanto en adhesión como en suspensión. Los resultados 
obtenidos fueron similares a los anteriores, con una endocitosis de Tfn similar en adhesión 
independientemente de la presencia de FLNa pero con una endocitosis de Tfn en suspensión 
exclusiva en presencia de FLNa (Figura 52A). Otro parámetro que puede interpretarse como 
estimador de la ausencia de internalización de membrana plasmática es un aumento en el tamaño 
celular, como consecuencia del bloqueo de la endocitosis de caveolas y en relación  a los cambios 
de tensión celular. En este sentido, se observó un aumento del tamaño celular tras una hora de 
suspensión de las células ARN-ch-FLNa respecto a las HeLa-ARNch-Luc (Figura 52B). 
Aunque estos resultados deben ser contrastados con otros abordajes, permiten postular la 
hipótesis de que la internalización de la caveolas en condiciones de suspensión constituye un 
mecanismo de control de la tensión de membrana y, por consiguiente, del tamaño celular, al 
mismo tiempo que proponen una implicación de las proteínas Cav1 y FLNa en dichos fenómenos. 
Figura 51: Cav1 regula la endocitosis de Tfn en suspensión pero no en adhesión. Cav1 no es necesaria 
para la endocitosis de Tfn-TxRed en adhesión. Los fibroblastos de ratón WT o Cav1 KO se incubaron con 
Tfn durante 15 min. en adhesión o en suspensión. Seguidamente se fijaron y la localización de Tfn-TxRed 
se analizó por microscopía de fluorescencia. La Tfn se incorporó al interior de las células WT o KO en 
adhesión pero sólo en las WT en suspensión. Barra, 10 µm. 
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Figura 52: FLNa regula la endocitosis de Tfn en suspensión pero no en adhesión. (A) FLNa no es 
necesaria para la endocitosis de Tfn en adhesión. Las células HeLa-ARNch-Luc o ARNch-FLNa se 
incubaron con Tfn-488 durante 15 min. en adhesión o en suspensión. Seguidamente se fijaron y la 
localización de Tfn se analizó por microscopía de fluorescencia. La Tfn se incorporó al interior de las 
células con o sin FLNa en adhesión pero sólo en presencia de FLNa en suspensión. Barra, 25 µm. (B) 
Tamaño celular medido por FACS en las células HeLa-ARNch-Luc y ARNch-FLNa tras 60 min. de 
suspensión. 
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En esta Tesis Doctoral se ha analizado el proceso de internalización de caveolas tras la 
pérdida de adhesión celular, con la finalidad de identificar y caracterizar el compartimento 
intracelular donde se acumula la Cav1 internalizada en suspensión, así como las proteínas 
implicadas en su regulación y su mecanismo de acción. Para ello se han llevado a cabo diversos 
abordajes de pérdida y/o ganancia de función, así como el uso de compuestos químicos que 
regulan una serie de proteínas candidatas, utilizando un ensayo de internalización previamente 
establecido (del Pozo y col., 2004). Con este abordaje, se han identificado varias proteínas que 
actúan como activadores o represores del proceso, y el estudio se ha centrado principlamente en 
la regulación por una ruta compuesta por FLNa y PKCα.  
Los resultados aquí presentados muestran que el compartimento donde la Cav1 es 
internalizada en suspensión colocaliza con Rab11, un marcador del endosoma de reciclaje 
(Sonnichsen y col., 2000). Esto es consistente con el reciclaje de Cav1 a la membrana plasmática 
tras el replaqueo de las células sobre FN, lo que indica que el destino final de la ruta de 
internalización de Cav1 en suspensión no es su degradación. La subunidad B de la toxina 
colérica, un ligando del gangliósido GM1, también se acumula en un compartimento de reciclaje 
tras la pérdida de adhesión celular (Balasubramanian y col., 2007) y es reciclada a la MP tras en 
replaqueo en FN (Balasubramanian y col., 2009; Balasubramanian y col., 2007; del Pozo y col., 
2005). Sin embargo, hay diferencias importantes entre el tráfico de Cav1 y GM1. En condiciones 
de reposo, GM1 se acumula en dominios de membrana ricos en colesterol con composición 
lipídica similar a la de las caveolas (Parton, 1994), aunque sólo alrededor del 20% del GM1 de la 
membrana está contenido en las caveolas (del Pozo y col., 2005). Cuando ocurre la 
internalización de caveolas tras la pérdida de adhesión celular, GM1 es relocalizado a las 
caveolas, aumentando significativamente su colocalización con Cav1 a tiempos cortos tras la 
recuperación de la adhesión (2-10 min). Sin embargo, en periodos más largos de suspensión, esta 
colocalización retorna a los niveles basales (del Pozo y col., 2005), sugiriendo que estas 
moléculas se acumulan en compartimentos de reciclaje diferentes y que por tanto, su reciclaje a la 
membrana plasmática esté mediado probablemente por rutas distintas. De hecho, el reciclaje de 
GM1 es dependiente de Arf6 y RalA, pero independiente de Cav1 (Balasubramanian y col., 2009; 
Balasubramanian y col., 2007). Nuestros resultados sugieren que RalA no sólo no está implicada 
en en el tráfico hacia la membrana de Cav1, sino que, por el contrario, regula su endocitosis. Por 
tanto, GM1 utiliza las vesículas de Cav1 para internalizarse, pero posteriormente se disocia de 
ellas de forma que ambas moléculas viajan mediante rutas distintas. Esto explica el hecho de que, 
mientras RalA desempeña un papel en el reciclaje de GM1 (Balasubramanian y col., 2009), 
simultáneamente pueda desempeñar una función importante durante la internalización de Cav1. 
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Por otra parte, en este estudio se han determinado varios reguladores de la internalización 
de Cav1 mediante un abordaje de pérdida de función. De las veinticuatro proteínas probadas se 
identificaron once reguladores postivos, cuyo silenciamiento se tradujo en una disminución de la 
internalización de Cav1, dos cuyo silenciamiento no produjo ningún efecto, dos cuyo 
silenciamiento resultó en una activación del proceso, y nueve cuyo fenotipo no pudo concluirse 
debido a dificultades técnicas para probar su eficiencia de silenciamiento o a resultados 
contradictorios entre distintas secuencias (Tabla V).  
 
 
Proteína 
Nº de 
secuencias 
testadas 
Eficiencia 
silenciamiento 
Fenotipo 
bloqueando 
la internalización 
Abi1+2 4 juntas Buena No 
Buena No 
Buena No α-Actinina-1+4 3 
Buena No 
Arp3 4 juntas ¿? No 
Buena Sí 
c-Abl/Arg 2 Buena Sí 
CTTN 1 Buena No 
Buena Sí CrkII 2 Buena No 
Csk 1 Mala Sí 
mDia1 1 Buena Sí 
mDia2 1 ¿? No 
Dyn2 1 Buena Sí 
FBP17 1 Buena Sí 
Buena Sí 
Buena Sí 
Buena Sí FLNa 4 
Buena Sí 
Buena Sí FLNb 2 Buena Si 
Formina-1 2 juntas ¿? No 
Buena Sí Grb10 2 Buena Sí 
Mala Sí Integrina-β3 2 Buena No 
P21Arc 1 Buena No 
Pak1 1 Buena Sí 
Buena Sí 
Buena Sí PKCα 3 
Buena Sí 
Buena Sí 
Buena Sí RhoA 3 
Buena Sí 
SDPR 1 ¿? Sí 
Mala Sí Src 2 Mala Sí 
Buena Sí Talina-1 2 Buena Sí 
Buena Sí 
Buena Sí N-WASP 2 
Buena No 
 
 
Tabla V. Se detallan las proteínas testadas, número de secuencias, eficiencia 
de silenciamiento y fenotipo obtenido tras el ensayo de internalización de 
Cav1-GFP. 
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La alta proporción de candidatos testados que resultaron estar potencialmente implicados 
en la internalización de Cav1 puede deberse a dos motivos principales: 
- La selección de proteínas a testar se hizo en base a evidencias previas publicadas en la 
literatura científica, lo que incrementaba la probabilidad de su participación en la vía de 
estudio. 
- El proceso de internalización de Cav1 en células HeLa-Cav1-GFP resultó muy sensible a 
la toxicidad, por lo que parte de las proteínas identificadas como positivas podrían 
corresponderse con falsos positivos. Los falsos positivos, también pueden deberse a los 
efectos off-target de los ARNi. 
Por tanto, este estudio no permite concluir que estas proteínas estén realmente regulando 
la internalización de Cav1, sino que ofrece un punto de partida desde el que estudiar los positivos 
en mayor profundidad, incluyendo mayor número de oligonucleótidos para aquellas proteínas en 
las que sólo se probó un ARNi (FBP17, PAK, Csk, CTTN, mDia2 y SDPR). No así para Dyn2, 
cuyo papel regulador de este proceso estaba previamente establecido (del Pozo y col., 2005) y fue 
usado, en el presente estudio, como control prositivo. Además, debería corroborarse la potencial 
implicación rescatando la alteración observada tras la transfección del ARNi, introduciendo un 
ADNc de la proteína diana, insensible al ARNi. Asimismo, el uso de compuestos químicos que 
alteren la función de la proteína o el uso de otras líneas celulares, preferiblemente KO para la 
proteína, y el seguimiento de la Cav1 endógena, son aproximaciones adicionales que deberían ser 
usadas para ampliar el estudio de estos candidatos. Alternativamente a la confirmación del papel 
de estas proteínas, sería interesante identificar más reguladores utilizando tecnolgías de rastero 
masivo de alto rendimiento. En este sentido, ya se han comenzado en el laboratorio, y en 
colaboración con la Unidad de Celómica del CNIC, los ensayos preliminares para la realización 
de este abordaje. 
El hecho de que un buen número de los reguladores de la internalización de Cav1 
identificados son también reguladores de actina, como son la ruta c-Abl/Arg-mDia1, promotora 
de la internalización, y los complejos Arp2/3 y WAVE/Abi1+2, inhibidores de la internalización, 
pone de manifiesto la importancia del eje actina-Cav1 en la regulación de la internalización de 
Cav1.  
A pesar de que la forma activa de mDia1 rescató el defecto en la internalización de Cav1 
mostrado en las células c-Abl/Arg dKO, la regulación de la actividad y localización de mDia1 por 
Abl parece no ser directa (Grevengoed y col., 2003). Este hecho es consistente con la incapacidad 
de detectar fosforilación endógena de mDia1 en residuos de Tyr y con el hecho de que mDia1 se 
fosforile sólo ligeramente tras la sobreexpresión de Abl (datos no mostrados). Es posible, no 
obstante, que las quinasas Abl regulen otros elementos implicados en el tráfico de Cav1. Por 
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ejemplo c-Abl fosforila tanto a Dyn2 (Singleton y col., 2009) como a Cav1 (Sanguinetti y 
Mastick, 2003). Un papel en la fosforilación de Cav1 también ha sido propuesto para Src 
(Glenney, 1989; Li y col., 1996b), cuya implicación en el proceso no pudo establecerse 
claramente en este trabajo debido a problemas técnicos. Cualquiera que sea el mecanismo por el 
que Abl regula este proceso, el hecho de que esta quinasa se active en respuesta a la adhesión 
celular en vez de a la pérdida de ésta (Lewis y col., 1996) sugiere que no desempeña un papel 
activo durante la suspensión, sino que su función podría ocurrir durante la adhesión, por ejemplo 
en la organización y distribución de Cav1 en la MP.  
RhoA también resultó ser necesario para la regulación de la internalización de Cav1 en 
suspensión. Sin embargo, la forma activa de RhoA (RhoA-G14V) no rescató de forma eficiente el 
defecto en la internalización mostrado por las células c-Abl/Arg dKO (dato no mostrado), lo que 
sugiere que el efecto de estas proteínas durante el proceso de estudio es independiente o bien que 
RhoA no actúa downstream de las quinasas Abl. La acción de las proteínas Abl en la 
internalización de Cav1 es también independiente de otros de sus efectores, N-WASP, cortactina 
y el complejo WAVE/Abi, que son reguladores de actina implicados en la endocitosis mediada 
por clatrina (Boyle y col., 2007; Burton y col., 2005; Dai y Pendergast, 1995; Innocenti y col., 
2005; Leng y col., 2005; Lommel y col., 2001), pero que no regulan la internalización de Cav1.  
El estudio de la regulación de la internalización de Cav1 se extendió y profundizó para las 
filaminas, concretamente para la isoforma A. Los resultados obtenidos indican que ambas 
isoformas, A y B son necesarias para la regulación del proceso. Una posible explicación es que 
formen un complejo que para ser funcional requiera la participación de ambas isoformas. De 
hecho, hay evidencias de una regulación conjunta e interacción entre FLNa y FLNb en neuronas 
(Sheen y col., 2002). La regulación de las filaminas es, además, específica ya que el 
silenciamiento de las isoformas 1 y 4 de α-actinina, otra proteína que entrecruza microfilamentos, 
es dispensable para la internalización de Cav1.  
FLNa regula el tráfico de diversos receptores de membrana (Beekman y col., 2008; 
Minsaas y col.; Onoprishvili y col., 2003; Seck y col., 2003), así como la infección de SV40 
dependiente de caveolas (Pelkmans y col., 2001). Asimismo, un estudio reciente basado en 
análisis de incorporación y transcitosis de albúmina muestra que FLNa regula la internalización 
de caveolas en células endoteliales (Sverdlov y col., 2009). Sin embargo, aunque se ha descrito 
que la transcitosis de albúmina se regula mediante caveolas, los animales deficientes en Cav1, y 
que por tanto carecen de caveolas endoteliales, tienen una concentración normal de albúmina en 
el fluido cerebrospinal y una presión oncótica (un componente de la presión osmótica que 
depende del transporte de albúmina a través del endotelio) extravascular normal (Drab y col., 
2001; Parton, 2001).  
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Los datos mostrados en esta Tesis sugieren que la regulación de FLNa sobre la 
internalización de Cav1 sucede en distintas fases del proceso. Primero, la FLNa regula la 
distribución lineal de las vesículas de Cav1 a lo largo de las fibras de estrés. Segundo, regula el 
anclaje de las vesículas de Cav1 a la membrana plasmática. Y finalmente, es necesaria para la 
internalización de Cav1 desde la MP y su transporte hacia el compartimento endosomal de 
reciclaje Rab11+. Respecto a este último punto, cabe destacar que los resultados aquí mostrados 
indican que el papel de FLNa se requiere en los primeros pasos del proceso de internalización, de 
forma que en su ausencia la internalización de Cav1 no se produce correctamente y ésta queda 
retenida en las proximidades de la MP, con la consecuencia final de no acumularse en el 
compartimento de reciclaje perinuclear. Sin embargo, no se excluye que FLNa ejerza también un 
papel en fases más tardías del proceso, por ejemplo, en el transporte de las vesículas de Cav1 a 
través del citoesqueleto de actina y/o de los microtúbulos, a pesar de que no haya evidencias en la 
literatura que conecten la FLNa con el transporte vesicular por microtúbulos. 
A pesar de no haber podido testar el papel de un mutante de FLNa sin el sitio de unión a 
Cav1, debido a problemas técnicos de expresión o estabilidad de la construcción (datos no 
mostrados), el hecho de que FLNa interaccione con Cav1 (Ravid y col., 2008; Stahlhut y van 
Deurs, 2000) además de la asociación descrita entre FLNa y actina (Wang y Singer, 1977), 
sugiere que la interacción entre estos elementos juega un papel importante en el tráfico de Cav1 y 
de las caveolas. En este sentido, la presencia de FLNa en las caveolas (Stahlhut y van Deurs, 
2000) apoya esta idea.  
Por otra parte, nuestros resultados indican que la función de FLNa requiere su 
fosforilación en Ser2152 y su capacidad de unirse a los microfilamentos de actina. Además, en 
este trabajo se observó que la fosforilación de FLNa en la Ser2152 es regulada de forma dinámica 
por PKCα durante la suspensión, con un incremento rápido (a los 5 minutos) y una disminución 
posterior (a los 60 minutos), y que estos cambios en fosforilación son necesarios para la 
internalización de Cav1. Puesto que se ha descrito que PKCα es capaz de fosforilar directamente 
el extremo carboxilo de FLNa, aunque sin identificar el residuo exacto (Kawamoto y Hidaka, 
1984; Tigges y col., 2003), los resultados mostrados en este trabajo permiten sugerir que PKCα 
podría estar mediando la fosforilación directa del residuo Ser2152 de FLNa, así como establecer 
un nexo entre este evento y la internalización de Cav1. En línea con esta hipótesis, se ha descrito 
que la fosforilación en Ser2152 regula la función de FLNa (van der Flier y Sonnenberg, 2001), y 
que la fosforilación de FLNa en los residuos de serina o treonina es estimulada por factores de 
crecimiento (EGF and LPA) en fibroblastos (Ohta y Hartwig, 1995), promoviendo la inducción 
de la adhesión celular sobre bolas magnéticas recubiertas con colágeno (Glogauer y col., 1998). 
También se han observado cambios en el grado de fosforilación de FLNa tras la activación de las 
plaquetas (van der Flier y Sonnenberg, 2001). Sin embargo, la fosforilación de FLNa en 
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condiciones basales de adhesión, no se vió afectada por PKC, sugiriendo que ésta puede estar 
mediada por otras quinasas. Por otra parte también había sido propuesto que PKA fosforila a 
FLNa en la Ser2152 (Jay y col., 2004), pero los datos aquí presentados sugieren que PKA no está 
implicada en la fosforilación de FLNa inducida por la pérdida de adhesión celular.  
Esta fosforilación de FLNa puede desempeñar diferentes funciones durante la 
internalización de Cav1. El hecho de que no sea necesaria para su interacción con Cav1 (Ravid y 
col., 2008) sugiere otro tipo de regulación diferente de la modulación de esta unión. A este 
respecto se plantean varias posibilidades en base a los datos publicados en la literatura y a las 
evidencias experimentales presentadas en este estudio:  
- Una posibilidad sería que la fosforilación en Ser2152 afectase a la unión de FLNa con 
otras moléculas señalizadoras como las proteínas GTPasas y los reguladores de actina 
(Ueda y col., 1992; van der Flier y Sonnenberg, 2001; Yada y col., 1990), que podría 
facilitar la internalización de Cav1. En relación con esta hipótesis, la sobreexpresión de la 
forma constitutivamente activa de RalA (RalA-G23V), incapaz de disociarse de FLNa 
(Klaile y col., 2005), resultó en una disminución de la internalización de Cav1. Dado que 
FLNa y RalA se disocian tras la pérdida de adhesión celular (Klaile y col., 2005), los 
datos aquí mostrados sugieren que esta disociación podría ser necesaria para la función 
de FLNa sobre la internalización de Cav1. En este sentido, sería interesante estudiar si la 
fosforilación de FLNa en Ser2152 afecta a la afinidad de su unión con RalA. 
-  Otra posibilidad sería que la fosforilación de FLNa en la Ser2152 regulase directamente 
la forma de las caveolas a través de la modulación de la dinámica de membrana (García y 
col., 2006; Vadlamudi y col., 2002; Woo y col., 2004), lo que conferiría a la FLNa una 
función en la remodelación de membrana, también atribuída a FBP17 y cavina-2, 
proteínas que han resultado estar potencialmente implicadas en este proceso (Figura 23).   
- Finalmente podría plantearse la opción de que la fosforilación en Ser2152 regulase la 
acción de FLNa sobre el citoesqueleto de actina. En este sentido, ya se ha descrito que la 
fosforilación de FLNa modula su capacidad de unir actina y su actividad de entrecruzar 
microfilamentos (Ohta y Hartwig, 1996; van der Flier y Sonnenberg, 2001; Wu y col., 
1994; Zhuang y col., 1984), lo que a su vez podría facilitar el tráfico correcto de Cav1. 
Sería, por tanto, muy interesante analizar, con técnicas bioquímicas, los posibles cambios 
en la unión entre actina y los mutantes de FLNa-S2152A y S2152E o la forma WT.  
La implicación de la fosforilación de FLNa en la Ser2152 también se observó en la 
regulación del co-alineamiento de Cav1 con el citoesqueleto de actina. Esta distribución ya había 
sido descrita (Stahlhut y van Deurs, 2000), pero no así la forma en que ocurre. Nuestros 
resultados no sólo indican que el alineamiento de Cav1 con la actina está mediado por FLNa, sino 
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que esta distribución de Cav1 es necesaria para su internalización. La conexión entre el 
alineamiento y anclaje de Cav1 sobre las fibras de estrés y el proceso de internalización de Cav1 
viene apoyada por los experimentos de silenciamiento de FLNa, FLNb y RhoA, pero los 
resultados obtenidos con la forma mutada de RhoA constitutivamente activa (RhoA-G14V) 
sugiere que el incremento de anclaje de las vesículas de Cav1 no siempre correlaciona con un 
aumento de la internalización. Esto puede indicar que sólo los niveles fisiológicos de activación 
de RhoA permiten el anclaje óptimo de Cav1 a la actina, y que aunque el anclaje parece ser un 
prerrequisito para la internalización de Cav1, incrementos mayores no se corresponden con un 
incremento de la internalización. Más aún, en el caso del mutante no fosforilable de FLNa, un 
incremento en el anclaje viene acompañado de un defecto en la internalización de Cav1. Este 
descubrimiento, junto con el resultado obtenido con el mutante fosfomimético, sugiere que la 
fosforilación en FLNa en la Ser2152 puede regular el anclaje de las caveolas a la MP, y que la 
fosforilación y defosforilación cíclica de FLNa es necesaria para la internalización de caveolas. 
Aunque la distribución lineal de las vesículas de Cav1 disminuyó considerablemente en 
ausencia de FLNa, ésta aún podía observarse, lo que sugiere que la FLNa puede ser uno de los 
componentes de un complejo que conecta las vesículas de Cav1 a las fibras de actina. FLNb 
también regula esta distribución de Cav1 y nuestros estudios de internalización muestran que en 
ausencia de cualquiera de estas isoformas se observa un defecto en la internalización de caveolas. 
Además, este defecto no se ve incrementado tras el KD doble, lo que sugiere un requerimiento 
conjunto de las isoformas A y B de filamina. Sin embargo, es posible que, en ausencia de FLNa, 
otras proteínas que entrecruzan filamentos de actina puedan compensar dicha falta.  
Los resultados de TIRFm y de seguimiento de las trayectorias de vesículas con alta 
resolución espacio-temporal indican que FLNa está controlando la dinámica de internalización de 
vesiculas de Cav1. Asimismo, los experimentos con CytD y LatA indican un requerimiento del 
citoesqueleto de actina en este proceso. Estas evidencias permiten sugerir que FLNa actuaría 
como elemento de conexión entre la Cav1 presente en las caveolas y el citoesqueleto de actina 
subyacente a la membrana plasmática. En este sentido, se ha observado que FLNa también es 
necesaria para el entrecruzamiento de filamentos de actina, así como para conectar el 
citoesqueleto de actina a otros dominios de membrana plasmática ricos en colesterol y 
esfingolípidos distintos a las caveolas (Head y col., 2006; Jiménez-Baranda y col., 2007; 
Mammoto y col., 2007; Tavano y col., 2006). En consonancia con estas evidencias, las células 
M2 y A7 presentan grandes diferencias morfológicas y en la distribución de actina. No obstante 
estas diferencias no se había descrito para otros tipos celulares donde la función de FLNa estaría 
también comprometida, como son las células KO para FLNa (Feng y col., 2006) y las KD para 
FLNa —endoteliales (Sverdlov y col., 2009) o HT1080 (Baldassarre y col., 2009) —. Sin 
 103 
embargo, nuestros estudios de TIRFm parecen indicar que existen diferencias en la organización 
local de las fibras de actina próximas a la MP basal.  
La resolución espacio-temporal inherente al seguimiento de trayectorias de vesículas 
ofreció una información valiosa referente a la población de vesículas de Cav1 en la MP. En 
presencia de FLNa, las vesículas de Cav1-GFP parecían llegar a unirse a la MP, bien como 
resultado de una interacción directa con FLNa, bien porque la FLNa promueve la unión de las 
vesículas a regiones específicas de la MP, que se corresponderían con puntos de anclaje. En las 
células silenciadas para FLNa, en cambio, aunque las vesículas de Cav1-GFP pueden encontrarse 
cercanas a la membrana basal, parecen no reconocer un sitio de anclaje específico. Este anclaje 
residual puede deberse a un silenciamiento incompleto de la proteína. Además, la disminución del 
anclaje de Cav1 tras los tratamientos con CytD o LatA apoya la idea de que el anclaje es mediado 
por el citoesqueleto de actina. Además, el hecho de que RhoA-G14V aumenta el anclaje de Cav1 
sólo en presencia de FLNa apoya la idea de que el anclaje es facilitado por la estabilización de las 
fibras de estrés y que FLNa es necesaria para mediar este anclaje. 
La restauración del anclaje en las células HeLa-ARNch-FLNa tras la expresión de FLNaR-
WT, al contrario de lo observado con el mutante de FLNa de unión a actina FLNaR-ABD muestra 
que el anclaje de Cav1 al citoesqueleto de actina es mediado por FLNa, y más específicamente 
por su capacidad de unir actina. Asimismo, los resultados obtenidos usando la forma mutante de 
FLNa no fosforilable FLNaR-S2152A y la forma mutante de FLNa potencialmente fosfomimética 
FLNaR-S2152E sugieren que la fosforilación de FLNa en la Ser2152 altera su capacidad de 
asociación con el citoesqueleto de actina. De esta forma, el acusado incremento en el número de 
eventos de anclaje observado con el mutante no fosforilable dificultaría la liberación de las 
vesículas de Cav1 desde al MP. Por otro lado, el hecho de que el mutante fosfomimético no es 
capaz de restaurar el anclaje sugiere que la fosforilación constitutiva de la FLNa en residuo 
Ser2152 también afectaría negativamente al proceso de internalización, lo que indica que ninguna 
de estas dos condiciones extremas es favorable para la función normal de Cav1. Estas 
observaciones concuerdan con el incremento, sólo transitorio, observado en la fosforilación del 
residuo Ser2152 de la FLNa endógena en condiciones de adhesión. 
El análisis de las trayectorias de las vesículas junto con los estudios de alineamiento de las 
vesículas de Cav1 sobre los filamentos de actina sugiere que la FLNa ancla las vesículas de Cav1 
a la MP mediante su conexión con la actina cortical. Este papel de la FLNa podría explicar la 
asociación de las caveolas con las fibras de actina, demostrado por el grupo de Rob Parton 
mediante microscopía electrónica (Richter y col., 2008). Nuestros resultados sugieren que la 
FLNa es un potencial candidato para actuar como este conector físico. 
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En resumen, los datos referentes a FLNa mostrados en esta Tesis sugieren un modelo 
(Figura 53) en el cual la FLNa ancla las caveolas en la MP al favorecer su unión con los 
filamentos de actina mediante puntos de anclaje. Un cierto nivel de anclaje de Cav1 es necesario 
para su internalización tras la pérdida de adhesión celular. En células no adheridas, un ciclo de 
fosforilación y defosforilación de la FLNa en la Ser2152 dependiente de PKCα permitiría a las 
caveolas separase de las MP e internalizarse hasta acumularse en un endosoma de reciclaje que 
colocaliza con Rab11. FLNa actúa, por tanto, como un elemento que une la Cav1 a los 
microfilamentos. Los cambios en esta asociación, necesaria para la correcta organización de las 
caveolas en la MP, que ocurren tras la fosforilación de FLNa parecen ser necesarios para la 
internalización de las vesículas de Cav1. 
 
 
 
 
Con respecto a la relevancia fisiológica de las funciones de Cav1 y FLNa, los resultados 
presentados en esta Tesis demuestran que estas proteínas están implicadas en el control de la 
proliferación celular, tanto en adhesión como en suspensión, a través de la regulación de la 
señalización de Rac1. La regulación de la proliferación celular por Cav1 y Rac1 ya había sido 
descrita anteriormente (Cerezo y col., 2009). Asimismo, también fue observada una alteración en 
la migración celular, otro porceso relacionado con la distribución local de Rac1, en ausencia de 
FLNa (Figura 50 y (Xu y col., 2010)). Sin embargo, y a pesar del incremento en la señalización 
de Rac1 en ausencia de FLNa, no se observaron alteraciones aparentes en la cantidad o 
distribución del citoesqueleto de actina tras la suspension de las células sin FLNa. Esto puede 
deberse a la desaparición, durante la suspensión, de otros factores requeridos para la 
polimerización de actina.  
Figura 53: Modelo explicativo de la internalización de las caveolas ancladas a la membrane 
plasmática regulada por por FLNa y PKCα. FLNa ancla las caveolas a la MP mediante la unión de 
éstas al citoesqueleto de actina. Inmediatamente tras la pérdida de adhesion celular, PKCα fosforila la 
FLNa y luego esta fosforilación vuelve a los niveles basales. Este ciclo de fosforilación y defosforilación 
permite la internalización de Cav1 hacia el endosoma de reciclaje. 
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Por otro lado, las evidencias aquí mostradas sugieren que la internalización masiva de Cav1 
que tiene lugar en suspensión podría estar también implicada en la respuesta ante cambios de 
tensión en la membrana (Figura 54).  
 
 
 
 
 
Uno de los principales cambios que experimenta la célula cuando pierde la adhesión es una 
disminución de la relación entre superficie y volumen, que lleva consigo una disminución de la 
tensión de membrana (Colbert y col., 2009). Ya que muchas funciones celulares requieren la 
deformación de la membrana y cambios en la forma celular mediados por la tensión de 
membrana, como por ejemplo la migración y movilidad celular, la endocitosis y exocitosis, y la 
mitosis, se intuye la necesidad de regular esta tensión en la membrana plasmática para el 
mantenimiento de la homeostasis celular. En este sentido, el hecho que Cav1 se requiera para la 
Figura 54: Esquema de la internalización de membrana en respuesta a los cambios de tensión tras la 
pérdida de adhesión celular. La disminución de la relación  entre superficie y volumen (S/V) en 
condiciones de pérdida de adhesión celular es corregida por las células mediante la internalización de 
membrana plasmática mediada por caveolas. En aquellas condiciones en las que la internalización de 
caveolas es defectuosa la célula no puede disminuir la superficie de membrana, por lo que ha de 
desarrollar otras estrategias para mantener la relación S/V, tales como el aumento de volumen. 
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internalización de Tfn únicamente en suspensión sugiere que Cav1 es necesaria para regular la 
internalización de áreas de membrana plasmática cuando la célula pierde su adhesión celular. Así, 
el aumento en el tamaño celular observado en células que presentan defectos en la internalización 
de Cav1 sugiere que, en condiciones de no adhesión, estas células restablecen la tensión de 
membrana mediante el aumento del volumen (Figura 52B).  
El papel de Cav1 en este proceso podría estar relacionado con la participación activa de las 
caveolas en esta internalización. Esta hipótesis concuerda con los resultados mostrados por 
Lamaze, Nassay y colaboradores (Sinha y col., 2011), que sugieren que las caveolas actúan como 
reservorio fisiológico de membrana para minimizar las variaciones en la tensión de membrana 
inducidas por estímulos de estrés mecánico. Datos del laboratorio también muestran que el 
estiramiento celular producido por el mutante activo de mDia1 induce el aplanamiento de 
caveolas (Echarri y col., en revisión). 
Alternativamente, y no necesariamente en contradicción con la hipótesis anterior, Cav1 
podría estar ejerciendo una función exclusiva en la recepción de los cambios de tensión de 
membrana, de forma independiente a su papel en el tráfico de caveolas. Esta interesante hipótesis 
está siendo testada en el laboratorio actualmente. 
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  6. CONCLUSIONES 
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I. La Cav1 se internaliza activamente tras la pérdida de adhesión a la MEC y 
se acumula en un compartimento de reciclaje positivo para Rab11 con 
localización perinuclear. 
II. La internalización de Cav1 tras la pérdida de adhesión celular es un 
proceso altamente regulado en el que intervienen, entre otras, diversas 
proteínas relacionadas con la adhesión celular y con el citoesqueleto de 
actina. 
III. Las tirosinas quinasas Abl, la GTPasa RhoA y la formina mDia1 
promueven la internalización de Cav1 tras la pérdida de adhesión celular. 
IV. Las filaminas promueven específicamente la distribución y el anclaje de las 
vesículas de Cav1 en adhesión y su internalización en suspensión. 
V. La activación de RalA desempeña un papel en la regulación de la 
internalización de Cav1. 
VI. La interacción de FLNa con los filamentos de actina es necesaria para la 
regulación de la distribución y el anclaje de las vesículas de Cav1 en 
adhesión y su internalización en suspensión. 
VII. La fosforilación cíclica de FLNa en la Ser2152 es necesaria para la 
regulación de la distribución y anclaje de las vesículas de Cav1 sobre el 
citoesqueleto de actina en adhesión. 
VIII. La fosforilación cíclica de FLNa en la Ser2152 mediada por PKCα es 
necesaria para la regulación de la internalización de Cav1 en suspensión. 
IX. El papel del FLNa en la regulación de la internalización de Cav1 regula la 
reñalización de Rac1/PAK1 y la proliferación celular. 
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  8. ANEXO I.VIDEO-MICROSCOPÍA 
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VIDEOS INCLUIDOS EN EL ANEXO I: 
Videos 1: Internalización de Cav1-GFP en células HeLa tras la pérdida de adhesión celular. 
 Videos 2 y 3: Movimiento de vesículas de Cav1-GFP en células HeLa con y sin FLNa. 
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